АНА ЛИЗ ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТОВ 



Введение и способы решения прикладных задач. 


При обсуждении актуальных и важнейших задач анализа пищевых продуктов, приходится 
сначала обратить внимание на основную цель - защиту потребителя. Для достижения ее необхо¬ 
димы не только профессиональные и исчерпывающие знания таких дисциплин, как технология 
переработки продовольственного сырья, токсикология, физиология пищеварения, микробиология 
и т.д .,основные знания существующих законодательных требований и стандартов. Приходится 
принимать квалифицированные решения, касающиеся сложных систем. Сфера решаемых анали¬ 
тических задач никоим образом не ограничена исследованиями пищевых продуктов. Приходится 
исследовать табачные изделия, косметику и потребительские товары. Все большую важность (для 
специалиста, занимающегося анализом пищевых продуктов) приобретают современные подходы к 
анализу загрязненности окружающей среды. Проблемы сбора образцов, выделения и концентри¬ 
рования интересующих веществ аналогичны решаемым при исследовании качества пищевых про¬ 
дуктов (за счет чего многие методы легко могут быть заимствованы). Анализ пищевых продуктов 
сводится к отработке трех основных этапов. Основные задачи могут меняться сообразно конкрет¬ 
ной ситуации, но специалист должен быть осведомлен обо всех аспектах. Первым этапом является 
отбор (исходного) образца, типичного для объекта исследования. Второй этап сводится к подго¬ 
товке образца к анализу (с минимальными потерями или даже с концентрированием, если интере¬ 
сует содержание микропримесей). Для того чтобы избежать мешающих взаимодействий при обра¬ 
ботке сложной матрицы пищевого продукта, специалист должен обладать исчерпывающими зна¬ 
ниями характеристик и свойств всех ее компонентов. Даже на сегодняшний день все еще необхо¬ 
димо знание классических методов. По меньшей мере, необходима хотя бы предварительная ин¬ 
формация о предполагаемом количеством содержании интересующих веществ. Инструменталь¬ 
ный анализ - важнейшее средство химика, работающего с пищевыми продуктами. Каждая задача 
должна решаться с помощью наиболее подходящего метода, который должен быть выбран с одной 
стороны по аналитическим соображениям, а с другой стороны - по соображениям экономичности. 
На сегодняшний день развитие аналитической химии дает возможность исследовать наличие 
микропримесей загрязняющих веществ (т.е. решать такие задачи, подход к которым казался не¬ 
возможным лишь несколько лет назад ). Если учесть необходимость количественного анализа 
крайне малых содержаний таких веществ, не следует игнорировать тот факт, что концентрации 
весьма близки к пределам обнаружения. На сегодняшний день во многих случаях совсем не учи¬ 
тывают (статистическую) ошибку анализа. 

Разнообразие матриц и ширина спектра исследуемых веществ привели к появлению множества 
методов. Изучение сильно ядовитых веществ заставило интересоваться способами быстрого обна¬ 
ружения. Анализ остаточного содержания и примесей загрязняющих веществ ради охраны здоро¬ 
вья населения сводится к определению следовых количеств и микропримесей, из-за чего потребо¬ 
вались многоэтапные физико-химические методы. 

Поэтому, аналитику требуется знание всех современных приемов инструментального анализа 
(таких, как газовая хроматография, высокоэффективная жидкостная хроматография, атомно¬ 
адсорбционная спектроскопия или электрофорез) с употреблением правильно подобранных детек¬ 
торов (таких, как масс-спектрометрический, электрохимический или некоторые специализирован¬ 
ные спектральные). Каждый специалист, оказывающийся "рабочей лошадкой" в областях исследо¬ 
ваний, разработок или анализа, должен постоянно совершенствовать свои познания динамически 
развивающейся инструментальной аналитической химии. Прогресс в применениях капиллярного 
электрофореза, сверхкритического экстрагирования, лазерной масс-спектрометрии, электронного 
парамагнитного резонанса, биохимического и иммунохимического анализа (включая, цепную ре¬ 
акцию с полимеразой) заставляет проверять пригодность таких подходов к анализу пищевых про¬ 
дуктов. 

Благодаря тому, что обсуждается широкий спектр вариантов анализа, эта книга, написанная 
Михаэлем Ротауптом, является более чем простым сборником описаний многочисленных реше¬ 
ний прикладных задач. Критический подход к обсуждаемым вопросам, показывающий потенци¬ 
альные или скрытые возможности ошибок, и наличие многих полезных указаний делают эту книгу 
новым и специальным руководством для любого специалиста, вовлеченного в выполнение анали- 
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зов. Предоставляемый материал крайне выгоден для любого аналитика, интересующегося реше¬ 
нием конкретной прикладной задачи или способом выполнения специфичной работы. 
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1. Введение 

При проверке пищевых продуктов нужны не только знания методов химического анализа, но и 
осведомленность о том, что нравится потребителю; о требованиях к поставщику (включая и накла¬ 
дываемые запреты). В конечном счете, проверка сводится к оценке и классификации качества. 
Для правильной расшифровки результатов анализа необходимо владение методами аналитической 
химии и осведомленность о существующих законодательных требованиях. Данная публикация 
даст Вам представление о взаимосвязи существующих требований, зависимости от некоторых 
других положений; о современных методах анализа пищевых продуктов; о новейших воз¬ 
можностях аналитического оборудования. Кроме того. Вы найдете новейшую информацию о тре¬ 
бованиях к анализу пищевых продуктов. 

В последнее время, весьма усовершенствованы подходы к анализу, аналитические приборы и 
нормативные требования, предъявляемые в европейских странах и Европейским экономическим 
обществом. Подобные быстрые изменения ожидаются и в ближайшие годы. Осложненная струк¬ 
тура взаимосвязи различных национальных и международных правил иногда препятствует пони¬ 
манию текущей ситуации. Усиливается влияние Европейского экономического общества на на¬ 
циональные законодательные требования и на решения Европейского суда. Притом, что каждое 
государство стремится к полному контролю нормативов для пищевой продукции на его собствен¬ 
ной территории, в отношениях между странами приходится идти на компромиссы. Европейским 
экономическим обществом тоже принято такое компромиссное решение: ответственность за со¬ 
блюдение законодательных требований возложена на исполнительные органы этого общества. 

В правилах, разработанных этими органами, следует учитывать общую идею переноса ответст¬ 
венности на каждого члена общего рынка. Каждая из таких стран обязана привести национальные 
требования в соответствие с разработанными Европейским экономическим обществом. Однако, 
из-за географических, национальных и культурных особенностей отдельных европейских стран, 
возникают противоречия принятых нормативов. Главенствующее решение способны принять 
лишь исполнительные органы Европейского экономического общества. 

В тексте подобной публикации никогда не удастся рассмотреть конкретные затруднения и про¬ 
тиворечия, связанные с анализом пищевых продуктов. Однако приводимый материал должен по¬ 
мочь найти ответы на многие возникающие вопросы. Например, на такие, как: "какими приборами 
обычно пользуются для анализа апельсинового сока?", "почему исследуется содержание только 
специфичных компонентов?", “о чем говорит обнаруженное количество?", "что может дать оценка 
отношения содержания глюкозы и фруктозы?". В данной публикации приводятся сведения по ны¬ 
не предъявляемым требованиям к пищевым продуктам. Она дает Вам общее представление о со¬ 
стоянии нормативов, принятых в европейских странах, и, следовательно, поможет подобрать пра¬ 
вильный подход к анализу конкретных веществ или метод такого анализа. 

Целью настоящего руководства по анализу пищевых продуктов является расширение спектра 
решаемых задач. Все варианты прикладных применений, обсуждаемые в этой книге, могут быть 
реализованы с помощью современного аналитического оборудования, предлагаемого фирмой 
"Хьюлетт-Паккард". Данное руководство будет периодически обновляться (ради освещения все 
новых достигаемых возможностей). 

В книге рассматривается широкий спектр анализов (от основных до более усложненных). Ре¬ 
зультаты таких анализов оказываются весьма чувствительными к окружающей обстановке. По¬ 
добные сложности могут обнаруживаться даже на первом этапе анализа (при отборе исходного 
образца и при хранении образцов перед фактическим проведением исследований). За счет воздей¬ 
ствия ферментов, света или по другим причинам, правильно выполняемый анализ может дать 
ошибочные результаты (из-за нарушения правил обращения с образцом). Осложнения могут обна¬ 
ружиться и при подготовке образцов. На этом этапе, для получения наивысшей воспроизводи¬ 
мости требуется пользование протоколируемыми операциями. Поэтому логичным путем преодо¬ 
ления возникающих осложнений оказывается повышение степени автоматизации» При таком под¬ 
ходе обо всех этапах анализа сохраняется информация; сводятся к минимуму ошибки, совершае¬ 
мые человеком и влияющие на итоги анализа. 

Варианты прикладных задач рассматриваются в этой книге с обсуждением всех стадий; от под¬ 
готовки образца до получения результатов. Приводится описание каждого анализа с дополнитель¬ 
ным обсуждением возможных трудностей. 
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Кроме того, в книге дается информация об альтернативных методах (которые могут быть ис¬ 
пользованы при работе с другим оборудованием). При обсуждении этих вариантов даются кон¬ 
кретные указания. Кроме того, Вы иногда сможете найти сопоставления различных подходов, со¬ 
ответствующих пользованию различным аналитическим оборудованием (под заголовком "советы 
и преимущества”). Сопоставление различных приборов и приемов анализа способствует наилуч¬ 
шему принятию решений. 

Предоставление лаборатории права экспертизы пищевых продуктов - крайне важный вопрос. 
Однако в европейских законодательных требованиях к пищевым продуктам решения по нему еще 
не принято и не совсем ясно, как должна производиться аккредитация лабораторий, контроли¬ 
рующих пищевые продукты. 

Целями аккредитации и Требований к организации работ в лабораториях (требований ОЬР) яв¬ 
ляются: 

- прослеживаемость исследований и полученных данных (результаты анализов должны быть 
воспроизводимы и хорошо запротоколированы) 

- надежность данных 

- защита персонала и окружающей среды 

- международная сопоставимость данных 

- избежание выполнения одних и тех же исследований в разных местах. 

Соблюдение этих принципов гарантирует качество, прослеживаемость, целостность и умест¬ 
ность результатов испытаний. Аудитор, проверяющий соответствие требованиям ОЬР, будет зада¬ 
вать следующие вопросы: Кто проводил анализ? Что он конкретно делал? Где выполнялся анализ? 
Когда проводился анализ? Какой метод использовался? Какое оборудование использовалось? Что 
обнаружено? Ответы на все эти вопросы должны иметься в любой момент времени. К анализу со¬ 
держания пищевых добавок на настоящий момент времени принципы ОЬР уже применимы. 

Для получения более подробной информации о требованиях ОЬР и об аккредитации лаборато¬ 
рий в пищевой промышленности, изданное фирмой "Хьюлетт-Паккард" справочное руководство. 

2. Законодательные требования к пищевым продуктам 
2,1 Европейские требования 

Нормативы, установленные Европейским экономическим обществом, могут быть подразделены 
на три основных уровня: европейские требования, национальные требования и областные требо¬ 
вания для каждого государства. Такая строгая иерархия оказывается общей для всех законода¬ 
тельных положений. Порядок подразделения всегда точно соответствует, указанному выше. Ев¬ 
ропейские требования определяют основу для национальных и областных требований. Если име¬ 
ются какие-то противоречия по одному и тому же вопросу на национальном и европейском уров¬ 
нях, арбитражная роль отводится высшему уровню. 

2.1.1. Цели и средства их достижения 

Общая цель разработки законодательных требований к пищевым продуктам описывается двумя 
важными формулировками: 

1) Охрана здоровья населения (потребителя); каждому хотелось бы потреблять полезные про¬ 
дукты и получать от этого удовольствие. 

2) Борьба с жульничеством при продаже пищевых и потребительских продуктов. 

Эти формулировки требуют некоторых пояснений из-за различий "культуры питания". Напри¬ 
мер, на национальном уровне, если продавец пытается продать дешевую рыбу, цвет которой изме¬ 
нен добавкой красного красителя, и утверждает, что это лосось, - это жульничество. Покупатель 
вправе получить подлинного лосося. Если (он или она) приобрели не то, что намеревались, охране 
прав способствует национальный уровень и мошенник подлежит наказанию. Этот же случай более 
сложно отрегулировать с позиций европейского уровня (поскольку существуют положения о сво¬ 
бодной торговле). В различных областях встречаются разные продукты со сходным названием. 
Например, в Италии макароны должны делаться из пшеницы твердой, а изготовленные из какого- 
то другого сорта зерна считаются некачественной. В других европейских странах бытует иное 
мнение: макароны изготавливают из любого сорта пшеницы. Можно предположить, что такие ма¬ 
кароны импортируют в Италию для продажи в этой стране. Рядовой итальянец стремится купить 
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продукт из пшеницы твердой и считает обманом попытку продать макароны с плохим качеством. 
Итальянцы обращаются в Европейский суд и требуют принятия решения об обмане населения сво¬ 
ей страны (поскольку такие "плохие товары" называют макаронами). Они добиваются авторитет¬ 
ного запрещения импортировать подобную продукцию в Италию. Они требуют применения ста¬ 
тьи 36 договора, заключенного при объединении стран в Европейское экономическое общество. 
Согласно этой статье, подобная продукция подрывает национальные традиции Италии. Однако, 
Европейский суд не может согласиться с такой аргументацией и выносит решение о допустимости 
ввоза макарон в Италию (хотя они и изготовлены не так, как принято в этой стране), но при 
снабжении достаточно поясняющей этикеткой. Правильное составление этикетки - один из наи¬ 
более важных принципов европейских законодательных требований. Подобный вердикт был вы¬ 
несен касательно так называемой "Дижонской настойки", продающейся во Франции, но не соот¬ 
ветствующей требованиям, действующим в Германии. Немцы пытались запретить импорт такой 
настойки из-за слишком малого содержания спирта. В качестве довода приводилось то, что нем¬ 
цам придется выпивать больше (из-за заниженного содержания спирта), что будет наносить урон 
здоровью. К какой общей цели (применительно к пищевым продуктам) стремились при подписа¬ 
нии договора при объединении стран в Европейское экономическое общество? Как это все согла¬ 
суется с национальными привычками и традициями населения европейских стран? Европейскому 
экономическому обществу пришлось приступить к разработке общей законодательной основы, 
учитывающей все разнящиеся национальные нормативные требования к пищевым продуктам. 
Это не приведет к устранению всех областных различий, обычных для европейских стран. Никто 
не задается целью ликвидации национальных особенностей или традиций. Предпринимается по¬ 
пытка разработать единые законодательные положения для всей Европы. Фактически будет соз¬ 
дана основа, которую каждая страна, входящая в Европейское экономическое общество, сможет 
приспособить к собственным национальным требованиям. 

Предполагается увязать эти стремления с договором об объединении стран в Европейское эко¬ 
номическое общество (чтобы получить общие критерии качества пищевых продуктов для стран 
Общего рынка). Реализация этого (одного из самых важных намерений) будет способствовать 
свободной продаже пищевых продуктов в странах общества. 

Свобода продажи ограничивается областными требованиями каждого государства: Вы можете 
поставлять пищевые продукты в другую страну (входящую в Общий рынок) только в том случае, 
если соответствуют законодательным нормативам, принятым в этой стране. Эта формулировка 
требует более подробного пояснения. В договоре об объединении стран в Европейское экономи¬ 
ческое общество имеются два пункта, точно регламентирующие описанные выше цели. Согласно 
пункту 30, ни одной из стран, входящих в Общий рынок, не дозволено отказаться от импорта пи¬ 
щевых продуктов из другой страны (члена Европейского экономического общества), если эти 
продукты изготовлены в соответствии с европейскими законодательными нормативами. Отказа не 
допускается, даже несмотря на существование более строгих требований в стране-получателе. На¬ 
пример, в Германии могут действовать положения, ограничивающие ингредиенты пива. Во Фран¬ 
ции приняты менее жесткие нормативы, касающиеся употребления добавок в пивоваренной про¬ 
мышленности. В настоящее время, немцы вынуждены согласиться на ввоз пива, не отвечающего 
требованиям к такой продукции, принятым в Германии (поскольку во Франции пиво выпускается 
в соответствии с европейскими законодательными требованиями). Единственный аргумент для 
введения запрета на импорт - доказательство вредного воздействия на здоровье человека. Пункт 
36 (договора) точно регламентирует подобные обстоятельства; констатируется, что пункт 30 не 
применим, если нация способна доказать, что подобные пищевые продукты могут оказать вред¬ 
ное воздействие на здоровье человека, на национальные традиции или культурные предрасполо¬ 
женности. 


2.1.2. Состояние разработки требований в Европе 

Стратегия реализуется с помощью следующих средств: декретов, указаний и рекомендаций. Ев¬ 
ропейские декреты сразу же вступают в действие в каждой стране (входящей в состав Евро¬ 
пейского экономического общества); они не нуждаются ни в какой дополнительной доработке 
(применительно к особенностям страны). Такие декреты пользуются большим приоритетом, чем 
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национальные законодательные требования. Поэтому, ни одна страна, входящая в Общий рынок, 
не может иметь закон, противоречащий европейскому декрету по конкретному вопросу. Указания 
подвергаются дополнительной доработке с учетом особенностей каждой страны. Текстом указа¬ 
ния оговаривается срок, в течение которого каждое государство (член Европейского экономиче¬ 
ского общества) обязано разработать национальные законодательные требования, согласующиеся 
с полученным указанием. Если за указанный срок такого приспособления не обеспечено, после 
истечения этого периода в действие вступает исходная редакция указания. Такая логика обработки 
была задумана для того, чтобы все нации имели возможность разработки национальных законода¬ 
тельных требований в соответствии с европейскими указаниями. Каждая страна имеет право вво¬ 
дить дополнительные ограничения, но обязана принимать продукты, выпускаемые с соблюдением 
европейских нормативов. Доработка европейских требований может выполняться по-разному. Да¬ 
вайте рассмотрим пример. Европейскими требованиями устанавливается законодательная основа, 
например, огранивается содержание серы в вине. Каждая страна имеет возможность установить 
более низкие пределы для вина, выпускаемого на своей территории. Однако, ей не дано право за¬ 
претить импорт вина из другого государства, входящего в Общий рынок, если концентрация серы 
в этом вине все еще соответствует оговоренной в европейском декрете. Существуют два типа ука¬ 
заний: так называемые горизонтальные и вертикальные указания. Горизонтальное указание имеет 
отношение ко всем видам пищевой продукции (например, таким указанием регламентируется со¬ 
держание пищевых добавок). Это значит, что допустимы к использованию только конкретные пи¬ 
щевые добавки. Такие добавки перечислены в одном указании, относящемся ко всем пищевым 
продуктам. Вертикальное указание касается только одной специфичной группы пищевых продук¬ 
тов (например, вина или молока). 

Рекомендации дают лишь направления для новых разработок. Рекомендация может быть пре¬ 
вращена в указание, но не обладает реальной законодательной силой. Иногда такие рекомендации 
используются для уточнения запросов потребителя. Если применительно к каждому конкретному 
случаю не сформулированы требования, понадобится оценить то, что могут дать эти виды пище¬ 
вой продукции потребителю в разных странах. Запросы потребителя считаются одной из наиболее 
важных причин разработки законодательных нормативов. Совершенствование европейских зако¬ 
нодательных требований к пищевым продуктам преследует цель облегчения и упорядочения об¬ 
мена продукцией (в странах, входящих в Европейское экономическое общество). Для наведения 
более подробных справок, следует обращаться с национальными законодательными тре¬ 
бованиями к "Продовольственному кодексу". Кодекс представляет собой сборник стандартных 
технологий и условий производства пищевых продуктов. Наибольшее внимание в кодексе уделя¬ 
ется защите здоровья потребителей и предотвращению обмана при составлении этикеток для пи¬ 
щевых продуктов. Комиссия, участвующая в составлении кодекса, создана на международной ос¬ 
нове: любая страна, являющаяся членом ООН, может претендовать на привлечение к работе. Ко¬ 
миссия действует в тесном сотрудничестве с Всемирной организацией здравоохранения (ВОЗ). 


2.2. Национальные требования 

Принятый в Германии закон о пищевых продуктах (в более точной' формулировке: закон о пи¬ 
щевых и потребительских продуктах [обозначается сокращением ЙМВО]) преследует цели, сфор¬ 
мулированные выше для описания состояния разработки европейских требований, а именно: ох¬ 
рану здоровья человека и предотвращение обмана. Употребима та же самая система и с той же са¬ 
мой основой (что и в Европе), но на один уровень (или на один этап) ближе к потребителю. В этом 
законе о пищевых продуктах сформулированы основополагающие принципы и намерения. Нет ог¬ 
раничений или описаний методов, но предусмотрено предоставление полномочий некоторым ми¬ 
нистерствам выпускать законы и декреты, накладывающие такие ограничения. Упоминаются 
сборники методов анализов, одобренных и проверенных специальными учреждениями (т.е. тех 
методов, которые могут использоваться в качестве арбитражных). Законом о пищевых продуктах 
и рядом других законов (и декретов) регламентируются состав каждого конкретного вида пище¬ 
вых продуктов (например, декрет о масле, закон о пиве и т.д.). Такими декретами ограничивается 
содержание конкретных контролируемых компонентов. Например, имеются горизонтальные тре¬ 
бования к содержанию пищевых добавок или пестицидов. В параграфе 35 указывается, что, если 
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дается ссылка на метод анализа конкретного вещества и Вы хотите соблюсти немецкие законода¬ 
тельные нормативы, Вам необходимо воспользоваться именно этим методом. Подборки методов, 
описанные в следующих далее разделах этой публикации, описывают новые методы, реализуемые 
с помощью современных приборов. Большинство из таких методов еще не включено в перечень, 
предусмотренный законом о пищевых продуктах. Это не значит, что пользуясь такими методами, 
Вы не соблюдаете принятые в Германии законодательные требования. Однако. Вам придется до¬ 
казать, что получаемые результаты, по крайней мере, не противоречат ссылкам, приведенным в 
параграфе 35. Поскольку областные требования характеризуются малыми (очень специфичными) 
различиями, приходится следить лишь за тем, чтобы не было противоречий таким местным нор¬ 
мативам. Система пользования законодательными требованиями едина для всей Европы. В каж¬ 
дом государстве имеется общий закон о пищевых продуктах, дополняемый прочими законами и 
декретами, устанавливающими ограничения и условия; требования к пищевым продуктам и ис¬ 
пользуемым этикеткам. Методы оказываются очень схожими, поскольку компоненты пищевых 
продуктов, способные повлиять на здоровье человека и типичные для конкретного вида продук¬ 
ции, одинаковы во всех европейских странах. 

3. Общие методы, применимые к анализу пищевых продуктов 

Текст данного раздела ссылается на существующие методы, использующие стандартные 
современные аналитические приемы (такие, как газовая хроматография, высокоэффективная жид¬ 
костная хроматография, масс-спектрометрия; употребление разнообразных хроматографических 
детекторов). Прочие варианты анализов, основанные на пользовании узко специализированным 
оборудованием, здесь не упоминаются. Кратко указываются недостатки конкретных классических 
методов. Все обсуждаемые методы соответствуют европейским законодательным требованиям. 
Для ознакомления с их описанием, см. национальные нормативы на пищевые продукты. Общие 
методы должны удовлетворять горизонтальные требования, обсуждавшиеся ранее (в разделе 2). 
Такими требованиями устанавливается предельное содержание конкретных веществ во всех пи¬ 
щевых продуктах. Для некоторых видов продуктов, предельные уровни содержания могут оказы¬ 
ваться разными (но все они оговариваются одним декретом). Содержание консервантов, противо¬ 
окислителей и всех прочих пищевых добавок рассматривается в специальном указании, посвя¬ 
щенным пищевым добавкам. Это указание вскоре окажется основополагающим для всей Европы. 

3.1. Пищевые добавки 

К традиционным пищевым добавкам относятся: консерванты, противоокислители, эмульгаторы, 
красители, органические кислоты; вещества, способствующие фильтрации и осветлению; вещест¬ 
ва, входящие в состав жвачки и ее оболочки; кислоты, основания, соли, оксиды, неорганические 
минеральные вещества; подслащивающие средства; среды, способствующие разделению в газовой 
фазе. 

Пищевые добавки - это вещества, вводимые ради улучшения или сохранения качества, или для 
достижения специальных эффектов. Правила слежения за их содержанием обсуждаются в разделе, 
посвященном законодательным требованиям. Для анализа используется все виды хроматографии. 
Современное оборудование дает возможность быстрого количественного определения наличия 
широкого спектра химических соединений. 

Содержание пищевых добавок оговаривается в европейском указании. Законодательные требо¬ 
вания, принятые в Европе, соответствуют этому европейскому указанию. В этих требованиях ис¬ 
пользован так называемый "запрещающий принцип" (т.е. дается разрешение употреблять только 
дозволенные добавки). Все вещества, не вошедшие в список, запрещены (если не оговорено спе¬ 
циальное разрешение использования в конкретных пищевых продуктах). Например, в перечне 
имеется бензойная кислота, дозволенная к употреблению в нескольких видах пищевых продуктов 
(таких, как продукты из рыбы и яиц), но этот консервант отсутствует в перечне дозволенных до¬ 
бавок к маргарину. Это значит, что бензойной кислотой нельзя пользоваться при производстве 
маргарина. Отсутствие запрещенных добавок должно контролироваться в самых разнообразных 
продуктах. Большое число обследуемых образцов требует высокой пропускной способности (бы¬ 
строты анализа и высокой степени автоматизации). Современные аналитические приборы дают 
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возможность пользоваться автоматизированной подготовкой образцов; анализы выполняются в 
ночное время (без надзора оператора). 


3.1.1. Консерванты 

Консерванты дают возможность хранения пищевых продуктов столь долго, сколь указано на 
этикетке (до той даты, до которой изготовитель гарантирует пригодность для употребления). Для 
различных видов продукции устанавливаются различные предельные уровни содержания консер¬ 
вантов. В каждом случае необходимо наводить справки в национальных законодательных требо¬ 
ваниях. 

Поскольку эти вещества являются пищевыми добавками, запрещающий принцип уместен и для 
них. Существует лишь одна более важная причина, по которой приходится контролировать со¬ 
держание консервантов. Причиной является наличие этикеток на пищевых продуктах. В настоя¬ 
щее время все более возрастает желание потребителя пользоваться здоровой пищей. Большинство 
людей предпочитает приобретать продукты без консервантов (поскольку четко не доказана без¬ 
вредность всех таких веществ). Покупателю нужно знать, были ли использованы консерванты, пе¬ 
ред тем, как он решится на покупку. В данном контексте необходимо отметить, что в качестве 
консервантов могут использоваться и другие химические соединения, не вошедшие в общий спи¬ 
сок. 

Все вещества, предотвращающие рост микроорганизмов, могут добавляться в пищевые продук¬ 
ты (как консерванты). 

Например, в рыбу, рыбные продукты, фрукты и фруктовые соки добавляют муравьиную и про- 
пионовую кислоты. 

В мясо, мясные продукты и колбасу могут (в качестве консервантов) добавляться нитриты. До¬ 
полнительным эффектом такой добавки в мясо оказывается улучшение цвета этих пищевых про¬ 
дуктов. Нитрит образует комплексы с ниоглобином. Этим комплексам присущ естественный 
красный цвет, что создает впечатление свежести мяса. Анализ подобных веществ описан в разделе 
"мясо и мясные продукты". 

Существует перечень консервантов (таких, как борная кислота, салициловая кислота, Н 2 О 2 , гек¬ 
саметилентетрамин, однобромистые соединения, уксусная кислота), которые уже запрещено ис¬ 
пользовать во многих европейских странах. По отношению к этим веществам использован запре¬ 
щающий принцип европейских указаний. 

3.1.1.1. Искусственные консерванты. 

Вещества: сорбиновая кислота, бензойная кислота, п-оксибензойная кислота 

Подготовка образца; Пищевые продукты с низким содержанием жира обрабатываются следую¬ 
щим образом: раствор ацетата аммония, уксусной кислоты и метанола при рН, который предот¬ 
вращает диссоциацию слабых кислот (таких, как бензойная), используется для экстрагирования 
интересующих веществ в ультразвуковой бане. Мутные растворы осветляются и фильтруются с 
помощью мембранного фильтра. Прозрачные растворы требуют только фильтрации. В случае бо¬ 
лее сложных матриц, приходится выполнять другие операции по экстрагированию. Могут потре¬ 
боваться твердофазное экстрагирование, жидко-жидкостное экстрагирование. Наиболее часто, при 
работе со сложными образцами, применяют перегонку с водяным паром. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостной хроматограф, в состав которого входят градиентный 
насос (позволяющий смешивать 2 компонента подвижной фазы); устройство для введения образ¬ 
ца; спектрофотометрический детектор (с возможностью выполнения регистрации на двух длинах 
волн) или детектор с диодной матрицей. 

Хроматограмма: см. на стр. 21. 

Соответствующие методу параметры: 

Колонка: с обращенной фазой С-18 (предлагаемая фирмой "Хьюлетт-Паккард" колонка НурсгмІ 
СЮ8 (60 х 4,6 мм) Подвижная фаза: 5мМ раствор ацетата аммония; рН 3,8 (раствор А); ацето¬ 
нитрил (растворитель В). 

Градиентное изменение: О мин - 10%В; 3 мин - 60%В; 5 мин - 90%В 
Скорость протока: 4 мл/мин 
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Температура: комнатная 
Вводимый объем: 10 мкл 

Длины волн, используемые для обнаружения: сигнал А: 260 нм , сигнал В: 235 нм 

Затруднения: Перегонка с водяным паром дает нужный результат лишь тогда, когда кислоты 
не депротонированы. Только в этом случае они достаточно летучи для перегонки. 

Регистрация и количественная оценка с использованием спектрофотометрического детектора, 
настроенного на длину волны 235 нм, для всех веществ или детектора с диодной матрицей гаран¬ 
тирует возможность обнаружения всех анализируемых веществ, способных к поглощению света в 
ультрафиолетовой области спектра (бензойная кислота, сорбиновая кислота, эфиры п- 
оксибензойной кислоты [метиловый, этиловый, пропиловый, бутиловый) и салициловая кислота). 

Советы и преимущества: Высокоэффективная жидкостная хроматография - наиболее подхо¬ 
дящий метод анализа этого класса веществ, поскольку дает возможность обнаруживать широкий 
спектр веществ. Для подтверждения правильности опознания может использоваться система «га¬ 
зовый хроматограф - масс-спектрометр», но необходимо дополнительное получение производных 
(чтобы получить вещества, достаточно летучие для анализа методом газовой хроматографии). По¬ 
вышается опасность разрушения таких веществ, если подобные сложные операции по получению 
производных не выполняются безукоризненно. Методом жидкостной хроматографии пользоваться 
гораздо легче. Может применяться обнаружение на индивидуальных длинах волн или селективное 
обнаружение по способности к флуоресценции (для алкиловых эфиров п-оксибензойкой кислоты). 
Для регистрации флуориметрическим детектором тоже требуется дополнительное получение про¬ 
изводных (бензоилирование). В последнее время пользовались колонкой Нурегзіі ВБ8 (125 х 
4мм), дающей лучшую форму пиков при анализе кислот. 

Литература для справок: 3, 4, 5, 6, 7,97, 98, 99,100,101,102,103,104 

ЗЛЛ.2. Искусственные консерванты 

Вещества: сорбиновая кислота, бензойная кислота, алкиловые эфиры п-оксибензойной кисло¬ 
ты. 

Подготовка образца: Экстрагирование из жирных продуктов можно производить после нане¬ 
сения образца на слой силикагеля в стеклянной колонке. Элюирование производится (после под¬ 
кисления серной кислотой) смесью гептана, уксусной кислоты, изопропилового эфира. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостной хроматограф, в состав которого входят изократиче- 
ский насос, устройство для введения образца, спектрофотометрический детектор (с изменяемой 
длиной волны ). 

Соответствующие методу параметры: 

Колонка: ІлСйгозогЬ 8І-60; 150 х 4,6 миу размер частиц 5 микрон 
Подвижная фаза: н-гептан/диизопропиловый эфир/уксусная кислота 
Скорость-протока: 1,8мл/мйн 
Температура: комнатная 

Используемая для обнаружения длина волны: 230 нм 
Вводимый объем: 10 мкл 

Затруднения: Состав подвижной фазы приходится приспосабливать соответственно окружаю¬ 
щей обстановке и анализируемым веществам. Новые колонки приходится насыщать высоким про¬ 
центом уксусной кислоты в течение нескольких часов. Рекомендуется пользоваться предваритель¬ 
ной колонкой из-за большого пропорционального соотношения этого модификатора в подвижной 
фазе. 

Советы и преимущества: Дополнительные преимущества получают за счет автоматизации и 
подтверждения результатов с помощью снятия спектрограмм детектором с диодной матрицей; ав¬ 
томатического опознания благодаря поиску в спектральных библиотеках. 

Может оказаться более целесообразным употребление колонки с обращенной фазой (ВЭ8 или 
СЮ8, описанной на предыдущей странице). 

Литература для справок: 7, 4, 5. 

ЗЛЛ.З. Искусственные консерванты 
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Вещества: сорбиновая кислота, бензойная кислота, эфиры п-оксибензойной кислоты, дегидр- 
ацетовая кислота. 

Подготовка образца: Обработка образцов с низким содержанием жира производится следую¬ 
щим образом: раствор ацетата аммония, уксусной кислоты и метанола при рН, который предот¬ 
вращает диссоциацию слабых кислот (таких, как бензойная), используется для экстрагирования 
интересующих веществ в ультразвуковой бане. Мутные растворы осветляются и фильтруются с 
помощью мембранного фильтра. Прозрачные растворы требуют только фильтрации. В случае бо¬ 
лее сложных матриц, приходится выполнять другие операции по экстрагированию. Могут потре¬ 
боваться твердофазное экстрагирование, жидко-жидкостное экстрагирование. Наиболее часто, при 
работе со сложными образцами, применяют перегонку с водяным паром. 

Прибор: Система для капиллярного электрофореза. 

Соответствующие методу параметры: Капилляр: 50 микрон; эффективная длина 56 см; 

длина 64,5 см 

Подвижная фаза: 20 мМ боратный буферный раствор; рН 9,4 - 
Напряжение: 465 В/см 
Температура: 25°С 
Вводимый объем: 50 мбарсек 

Используемая для обнаружения длина волны: 192 нм; ширина полосы 2 нм 
Контрольная длина волны: 450 нм; ширина полосы 100 нм 

Затруднения: Регистрация и количественная оценка с использованием спектрофотометриче¬ 
ского детектора, настроенного на длину волны 235 нм, для всех веществ или детектора с диодной 
матрицей гарантирует возможность обнаружения всех анализируемых веществ, способных к по¬ 
глощению света в ультрафиолетовой области спектра (бензойная кислота, сорбиновая кислота, 
эфиры п-оксибензойной кислоты [метиловый, этиловый, пропиловый, бутиловый] и салициловая 
кислота). 

Советы и преимущества: При пользовании системой для капиллярного электрофореза воз¬ 
можно параллельное обнаружение аспартама, ацесульфама, сахарина и цикламата. Соблюдение 
требований к подготовке образца не столь существенно (как при работе с высокоэффективным 
жидкостным хроматографом), поскольку влияние матрицы образца может быть частично устране¬ 
но регулируемыми режимами введения. 

Литература для справок: 163 


3.1.1.4. Сорбиновая кислота 

Сорбиновая кислота может использоваться в качестве пищевой добавки как в жирные продук¬ 
ты, так и в продукты, лишенные жира. Анализ может производиться путем, описанным на стр. 16 
(в таком случае употребляются колонки с обращенной фазой). 

Вещество: сорбиновая кислота 

Подготовка образца: Подкисленный образец подвергается перегонке с водяным паром. Дис¬ 
тиллят окисляется бихроматом калия, полученный продукт дает окраску при добавлении 2- 
тиобарбитуровой кислоты (при 95°С). Окрашенное вещество может контролироваться обычным 
спектрофотометром. 

Прибор: спектрофотометр 

Соответствувщие методу параметры: 

1) при пользовании получением производного вещества, используемая для обнаружения длина 
волны: 533 нм 

2) без пользования окрашивающей реакцией: Сигнал: 250 нм. Сканирование в диапазоне от 

200 до 300 нм 

Затруднения: Реактив (2-тиобарбитуровая кислота) не хранится более 1 дня. При перегонке с 
водяным паром должно быть не менее 200 мл в колбе с перегнанной фракцией. Для подкисления 
образца приходится пользоваться серной кислотой. Потери сорбиновой кислоты при перегонке с 
водяным паром возможны даже при пользовании более малыми колбами в испарителе. Для под¬ 
тверждения результатов настоятельно требуется проверять степень извлечения. Для этого может 
использоваться смесь стандартов или можно воспользоваться методом добавки стандарта в обра¬ 
зец. 
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Советы и преимущества: Этот метод рекомендуется для лабораторий, которые уже 
.пользуются спектрофотометром и нуждаются в способе, не требующем больших затрат (т.е. за¬ 
купки нового прибора) . 

Такой анализ можно провести и без получения производного вещества. При этом не удастся из¬ 
бежать этапа окисления сорбиновой кислоты бихроматом калия. Затем, производится количест¬ 
венное определение на длине волны 250 нм. Распознание обеспечивается по характеристичной 
спектрограмме в диапазоне длин волн от 220 до 300 НМ. 

Литература для справок: 7,25. 

З.1.1.5. Тиабендазол в цитрусовых и бананах 

Тиабендазол представляет собой фунгицид, используемый для обработки уже собранного уро¬ 
жая (наиболее часто употребляется для обработки цитрусовых и бананов, поскольку такие фрукты 
характеризуются высоким содержанием влаги). Для джемов, приготовленных из загрязненных 
фруктов, предельно допустимые количества не оговорены. 

Вещество: тиабендазол. 

Подготовка образца: Экстрагирование (согласно методу, предложенному Исикки) из гомоге¬ 
низированных фруктов (из 10 г в течение 3 минут). Добавление 40 мл метанола. Остаток промы¬ 
вают 40 мл метанола. В фильтрат добавляют раствор внутреннего стандарта. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф с изократическим насосом, флуори- 
метрическим детектором, устройством для введения образца, интегратором или системой Сйет- 
81айоп. 

Структура тиабендаэола: 

Соответствующие методу параметры: Колонка: Нурегеіі КР-8 Подвижная фаза: мета- 
нол/0, 28%раствор ЫНз в воде (60:40) 

Скорость протока: 0,9мл/нин 
Вводимый объем: 50мкл 

Условия обнаружения: возбуждающая длина волны 305 нм возбужденная длина вол¬ 

ны 350 нм 

Затрудневия: Приходится следить за правильностью переноса вещества с поверхности фрук¬ 
тов. Потери при касании поверхности могут приводить к потерям и неправильным результатам. 
Это же является основной причиной, почему приходится следить за содержанием этого вещества. 
Например, оно находится на поверхности бананов. Если ребенок касается кожуры банана, вещест¬ 
во попадает на его руки. Из-за такой опасности, содержание вещества требуется контролировать. 
Предельное количество для бананов: 3 мг/кг массы всего фрукта. Для джемов и мармеладов, изго¬ 
товленных из таких фруктов, предельные количества еще не оговорены. По соображениям безо¬ 
пасности для здоровья, весьма важно следить за содержанием тиабендазола в джемах, мармеладах 
и, кроме того, в продуктах детского питания. 

Советы и преимущества: Анализ можно проводить, пользуясь дешевым высокоэффективным 
жидкостным хроматографом, оснащенным флуориметрическим детектором. Поскольку обычно 
требуют выполнения двух различных анализов при пользовании разными принципами обнаруже¬ 
ния, очень выгодна хроматографическая система, оснащенная и детектором с диодной матрицей 
(дополнительно к флуориметрическому детектору). Поскольку в кювете детектора не наблюдается 
разрушения интересующих веществ, количественный анализ и идентификация с помощью второго 
детектора (флуориметрического) подтверждают результаты, полученные с помощью детектора с 
диодной матрицей. 

Литература для справок: 98, 106,107. 


3.1.2. Противоокислители. 

Противоокислители используются по тем же причинам, что и консерванты, однако действуют 
они иначе. Консерванты предотвращают рост микроорганизмов. Противоокислители предохранят 
жир и масла от окисления под действием света и кислорода. При облучении ультрафиолетовым 
светом, образуются свободные радикалы, что может приводить к разрушению молекул жира. Это 
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разрушение обуславливает процесс самоокисления. В ходе такого процесса, свободные радикалы 
способны присоединять молекулы кислорода за счет "реакции с радикалами". 

Предельное содержание противоокислителей оговаривается теми же сами указаниями (что и для 
консервантов) и соответствующим национальным законодательным требованием. 

Природные противоокислители (например, токоферолы или аскорбиновая кислота) могут упот¬ 
ребляться без строгих ограничений. Однако, к содержанию других противоокислителей (наподо- 
бии бутилированного гидрокситолуола [ВНТ], бутилированного гидроксиоксианизола [ВНА] и 
т.д.) предъявляется жесткие требования. Ни в коем случае оговоренные предельные содержания не 
могут быть превышены. 


3.1.2.1. Противоокислители. 

Вещества: Бутилированный гидрокситолуол (ВНТ); бутилированный гидроксианизол (ВНА); 
моно-трет-бутилбутирохинон (ТВНО); 2,4,5-тригидроксибутирофенон (ТНВР); пропилгаллат; ок- 
тилгаллат; додецилгаллат; Ионокс-100; нордигидрогвайретиновая кислота (ТМТ)ОгА);3,3'- 
тиодипропионовая кислота (ТОРА). 

Подготовка образца: Анализ жирных пищевых продуктов; масел; картофеля и продуктов из 
него производится следующим образом: противоокислители экстрагируются смесью растворите¬ 
лей (этанол, ацетонитрил, изопропанол). После отделения отметающих компонентов (жиров), 
раствор образца может быть проанализирован с помощью высокоэффективного жидкостного хро¬ 
матографа. Удаление жира может обеспечиваться замораживанием и фильтрацией при -18°С. Час¬ 
то, анализ производят с помощью тонкослойной хроматографии; при этом употребляют специаль¬ 
ные окрашивающие реактивы (такие, как дихлорхинонхлоримид). 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающий смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца, спектрофо¬ 
тометрическим детектором (с изменяемой длиной волны) или детектором с диодной матрицей. 

Соответствующие методу параметры: 

Колонка: Нурегеіі СЮ8; 60 х 4,6 ни; размер частиц 3 никрона (каталожный номер НР799160Б-344) 
Подвижная фаза: А = 5 мМ раствор ацетата ЫН 4 
В = ацетонитрил 
Скорость протока:' 4 мл/мин 

Программа градиентного изменения: О мин - 10%В 3 мин - 60%В 4 мин- 80%В 5 мин - 

90%В 6 мин - 10%В 
Температура: 40 °С 
Вводимый объем: 2 мкл 

Используемая для обнаружения длина волны: 260 нм 

Затруднения: Образцы весьма чувствительны к свету (разрушаются под влиянием непосредст¬ 
венно попадающего солнечного света). Рассмотренный здесь быстрый анализ дает надежные ре¬ 
зультаты даже в том случае, когда выполняется неопытными операторами (поскольку любые по¬ 
тери образца за счет окисления сведены к минимуму). Быстрый анализ с защитой от воздействия 
дневного света еще более повышает воспроизводимость метода. Кроме того, важно, чтобы образец 
был избавлен от жира и белков. Белки могут быть осаждены с помощью метода, описанного Саг- 
гег 7 . 

Советы и преимущества: Опознание и количественная оценка легко обеспечиваются детекто¬ 
ром с диодной матрицей. Для определения содержания этих веществ уходит около 5 минут (при 
пользовании колонкой с обращенной фазой, нагретой до 40 °С; градиентным элюированием и об¬ 
наружением на длине волны 260 ни). 

Литература для справок: 6,7,8,83. 


16 




1 э 

Время (кинуты) 


3.1.2.2. Токоферол (витамин Е) 

Разделение токоферола и триацилглицеридов было в течение многих лет довольно сложной за¬ 
дачей. Иногда добивались более или менее удачного ее решения с помощью газовой хроматогра¬ 
фии. Однако, газовая хроматография не дает достаточной информации о полном триацилгцлице- 
ридном составе. Подобные анализы необходимы при производстве природных масел (в целях кон¬ 
троля качества продуктов, подвергавшихся рафинации). 

Вещества: токоферол, триацилглицериды, ситостерин, сигмастерин, холестерин, оксиперекиси 
Подготовка образца: Экстрагирование триацилглицеридов и токоферола из гомогенизирован¬ 
ного образца петролейным эфиром 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца, электрохи¬ 
мическим детектором 

Соответствующие методу па¬ 
раметры: 

Колонка: ІлСйго8рйег КР-18; 125 х 
4 мм;размер частиц 5 микрон 
Подвижная фаза: метанол + пер¬ 
хлорат лития (5 г/л) + уксусная ки¬ 
слота (1 г/л) 

Скорость протока: 1 мл/мин Тем¬ 
пература: 30 °С 
Детектор: электрохимический 
Рабочий электрод: стеклоуглерод¬ 
ный 

Режим работы: амперметрический 
Потенциал 0,9В Диапазон: 0,5 
мкА 

Электрод сравнения: А§СІ/КСІ 
Постоянная времени: 8 .сек 

Советы и преимущества: Поль¬ 
зуясь описанным методом, можно 
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разделять и обнаруживать токоферолы. Кроме того, удается разделять холестерин, сигмастерин и 
ситостерин. 

Литература для справок: 70,98. 


3.1.3. Эмульгаторы 

Пищевые продукты, нуждающиеся в стойких эмульсиях (такие, как сыр, маргарин), часто со¬ 
держат эмульгаторы. В масле таких веществ не должно быть. Обычно, анализ выполняют с помо¬ 
щью тонкослойной хроматографии после довольно сложной подготовки образца. 

Анализ: вещества экстрагируют из матрицы смесью СНСІз /МеОН. Экстракт выпаривают досу¬ 
ха. После этого, сухой остаток растворяют горячим метанолом; затем, добавляют раствор гидро- 
ксилами-на; выдерживают при нагреве до 150°С (по меньшей мере) в течение 45 минут. Стандар¬ 
ты обрабатывают точно так же. Подкисленный образец анализируют с помощью тонкослойной 
хроматографии. До сих пор еще нет одобренного метода анализа с помощью высокоэффективной 
жидкостной хронатографии. Однако, наиболее целесообразно пользоваться именно таким подхо¬ 
дом (при обнаружении веществ, преобразованных в производные перед разделением на колонке, с 
помощью спектрофотометрического детектора). Температура должна быть достаточно высокой 
(для обеспечения получения производных). Стандарты нужно обрабатывать точно так же, как ис¬ 
следуемые образцы. Обнаруживаемые вещества: все моно- и ди-глицериновые эфиры лимонной 
кислоты, эфиры молочной кислоты и других органических кислот. В некоторых пищевых продук¬ 
тов никаких эмульгаторов может не обнаруживаться. Разрешено использовать лишь ограниченный 
набор эмульгаторов (в конкретных пищевых продуктах содержание каждого эмульгатора ограни¬ 
чено). Результаты, полученные методом высокоэффективной жидкостной хроматографии, могут 
быть подтверждены идентификацией по спектрограммам. 


3.1.4. Красители 

Красители обычно используются для улучшения естественного цвета пищевых продуктов, или 
для придания им такого цвета, реакция на который "физиологически положительна". Однако, ок¬ 
рашенные пищевые добавки могут употребляться в целях фальсификации (для того, чтобы скрыть 
порчу, сделать продукты привлекательнее, для маскирования эффектов старения или имитации 
более высокой биологической ценности). В Европе, пользование красителями ограничивается ука¬ 
заниями по пищевым добавкам соответственно "запрещающему принципу" (этот принцип приме¬ 
нительно к пищевым добавкам уже был пояснен в подразделе, касающемся таких добавок). Суще¬ 
ствуют и другие причины слежения за внесением красителей в пищевые продукты. Главная при¬ 
чина связана с пользованием этикетками. О введении любой пищевой добавки (в данном случае, о 
красителе) должно быть заявлено на этикетке. Считается обманом, если сообщения о добавке на 
этикетке нет (поскольку каждый покупатель должен получать полную информацию о том про¬ 
дукте, который хочет купить). На решение о приобретении могут повлиять приводимые на этикет¬ 
ке сведения. 

Пищевые красители могут быть подразделены (соответственно источнику их происхождения) 
на природные и искусственные. Искусственные красители (в свою очередь) подразделяются (по 
химическому строению) на азиновые, индоловые, трифенилметановые и метановые. Главным об¬ 
разом, они представляют собой кислотные или анионные красители и содержат кислотные группы 
(такие, как группы серной кислоты, карбоновой кислоты) или карбоксильные группы, которые 
дают получение отрицательно заряженного окрашенного иона. 

Для определения содержания красителей существует множество классических методов. Перво¬ 
начальными разработками часто предусматривалось спектрофотометрическое обнаружение. Такой 
подход до сих пор часто используется (когда требуется обнаружение только одного специфичного 
вещества). В случае употребления смеси красителей, необходим этап разделения. Очень часто по¬ 
добные разделения выполняются с помощью тонкослойной хроматографии или бумажной хрома¬ 
тографии. Современное оборудование (такое, как спектрофотометр и высокоэффективные жидко¬ 
стные хроматографы) дает возможность существенно сократить продолжительность анализа: до 
нескольких минут вместо нескольких часов. Спектрофотометрическая регистрация обеспечивает 
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многокомпонентный анализ, благодаря чему повышается интерес к. употреблению такого рода 
приборов. При пользовании методом тонкослойной хроматографии, количественный анализ и 
идентификация производятся, главным образом, визуально и благодаря измерению размеров ок¬ 
рашенного пятна. Более объективным средством измерения оказывается сканирующий денсито¬ 
метр, регистрирующий отражение, способный снимать спектрограммы пятен красителей и, кроме 
того, измерять интенсивность окраски пятна. Этот подход к определению является более точным. 
Однако, обнаруживаются и затруднения, обуславливаемые недостаточной воспроизводимостью 
характеристик поверхности тонкослойных пластинок и тем, что различные системы растворителей 
способны изменять спектрограммы образцов. 

Далее рассматривается вариант употребления высокоэффективной жидкостной хроматографии 
для анализа пищевых красителей. Основной трудностью является необходимость экстрагиронания 
из очень сложной матрицы (типичной для пищевых продуктов). На этой этапе приходится следить 
за полнотой извлечения. Кроме того, необходимо экстрагировать все красители в не неизменном 
виде (т.е. без какого-то изменения структуры, обусловленного воздействием рН или каких-то ре¬ 
активов). Иногда, может понадобиться этап концентрирования. После такого (предварительного) 
концентрирования, производятся опознание и количественный анализ. 

3.1.4.1. Красители. 

Красители обычно используются для придания пищевым продуктам более аппетитного вида. 
Поэтому, для определения качества паевых продуктов приходится распознавать красители и оп¬ 
ределять их количественное содержание. 

Вещества: Е102, Б104, Е110, Е123, Е124, Е127, Е131, Е132, Е142, Е151. 

Подготовка образца: 10 г. образца лицевого продукта гомогенизируют и смешивают с экстра¬ 
гирующим раствором (0,1% аммиака в 50-процентной смеси этанола с водой). После центрифуги¬ 
рования, раствор переносится в химический стакан на 100 мл. Несколько мл порученного при экс¬ 
трагировании раствора фильтруют через мембранный фильтр (с размером пор 0,2 микрона). 

Прибор: Высокоэффективный жидкостной хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца, многоволно¬ 
вым спек-трофотометрическим детектором или детектором с диодной матрицей. 

1. Желтый 4 (Е102) 2. Красный 9 (Е123) ' 3. Синий 1 (Е132) 4. Желтый 13 (Е104) 5. 

Красный 7 (Е124) 6. Красный I (Е151) 7. Желтый 8 (Е110) 9. Зеленый 4 (Е142) 10. Синий 

5 (Е131) 11. Красный 14 (Е127) 

Вреня (минуты) 

Соответствующие методу параметры: 

Колонка: предлагаемая фирмой «Хьюлетт-Паккард» Нурегеіі М08; 100 х 2,1 мм 
Подвижная фаза: А -водный раствор 0,01 М ЮП РО 4 
В- метанол 

Градиент: О нин - 10%В 
5 мин - 90%В 

Скорость протока: 0,6 нл/нин 
Температура: комнатная 
Вводимый объем: 20 мкл 

Используемые для обнаружения длины волн: А - 563 нм В - 520 нм С - 450 нм 
Продолжительность разгонки: 6 минут 

Затруднения: Обнаружение на длине волны В (520 нм) может быть осложнено из-за влияния 
матрицы образца. Для всех остальных красных пищевых красителей этот метод не применим, по¬ 
скольку элюирующая способность подвижной фазы слишком высока (все остальные красные кра¬ 
сители выходят одним пиком, без удерживания колонкой). При экстрагировании может отмечать¬ 
ся сильное удерживание эритрозина матрицей образца, что приводит к плохой степени извлечения 
при нейтральных и кислых значениях рН. При пользовании таким методом, настоятельно требует¬ 
ся проверка степени извлечения (благодаря добавкам в образец стандартов красителей). В некото¬ 
рых случаях, удавалось достигнуть оптимальной степени извлечения (99%). 

Литература для справок: 98,108,109. 
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3.1.4.6. Водораствориные красителя 
Вещества: водорастворимые красители 

Подготовка образца: 10 г. образца пищевого продукта гомогенизируют и смешивают с экстра¬ 
гирующим раствором (0,1% аммиака в 50-процентной смеси этанола с водой). После центрифуги¬ 
рования, раствор переносится в химический стакан на 100 мл. Несколько мл полученного при экс¬ 
трагировании раствора фильтруют через мембранный фильтр (с размером пор 0,2 микрона). 
Прибор: Система для капиллярного электрофореза 
Электрофореграмма 

Соответствующие методу параметры: Буферный раствор; 10 мМ фосфатный, 5 мМ ЫаНСОз , 
рН 10,5 

Напряжение: 465 В/см 

Капилляр: 56/64,5 см; внутренний диаметр 50 микрон 
Введение: давлением 100 мбар 
Температура: 30 °С 

Обнаружение на длинах волн: 215 (ширина полосы 50 нм) 

520 (ширина полосы 60 нм) (красный) 

410 (ширина полосы 60 нм) (желтый) 

598 (ширина полосы 4 нм) (синий) 

Контрольная длина волны: не использовалась 

Советы и преимущества: Спектральная информация, сопоставляемая с хранимой в спектраль¬ 
ной библиотеке (в системе обработки данных СйеіпЗіаІіоп) может подтвердить обнаружение инте¬ 
ресующего вещества (а не мешающего химического соединения, имеющегося в матрице образца). 
Может проводиться анализ чистоты пика (полноты разделения) за счет сопоставления спектро¬ 
грамм различных частей пика. Вводимые концентрации ведеств попадали в диапазон от 50 до 200 
миллионных долей; 

Литература для справок: 163 


3.1.4.1. Крезидин-сульфокислота 

Вещества: Крезидин-сульфокислота, ( 4,4’-(диазо-амино) бис (5-метокси-2- 

метилбензолсульфокислота)), соль Шеффера, 6,б’-окси-бис(2-нафталинсульфокислота), красный 
краситель .номер 40. 

Подготовка образца: Образец разводится в подкисленной горячей воде и адсорбируется на по¬ 
лиамидном порошке или волокне. Адсорбированные красители смываются нетанольным раство¬ 
ром аммиака. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостной хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2 растворителей ), устройством для введения образца, спектрофо¬ 
тометрическим детектором (с переменной длиной волны) или детектором с диодной матрицей. 

Соответствующие методу параметры: 

Колонка: ионообменная, РЬ 1000 8АХ; 50 X 5 мм 
Подвижная фаза: А: 0,01 М тетраборат натрия в воде 
В: 0,2 мМ ХаС1С>4 в 0,01 ХазВ^? 

Градиент О- 16 мин 0-18%В 
16-22 мин 18-62%В 
'22-40 мин 62%В 
Вводимый объем: 20нкл 

Используемые для обнаружения длины волн: А: 254 нм В; 355 ни (ширина полосы 30 ни) 

Затруднения: Если степень разделения оказывается недостаточной, отрегулируйте систему для 
обеспечения более качественного разделения этих веществ. Предварительная очистка образца 
снизит помехи со стороны мешающих веществ, присутствующих в матрице образца. 

Советы и преимущества: Пользование детектором с диодной матрицей позволяет идентифи¬ 
цировать пики по временам удерживания и спектрограммам. Проверка чистоты пиков может вы¬ 
явить совместно элюируемые вещества. Высокоэффективная жидкостная хроматография - самый 
подходящий метод для такого анализа, поскольку удается за одну разгонку обнаружить, опознать 
и количественно . оценить содержание целого ряда веществ. 
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Литература для справок: 7,9, 10, II, 12, 96. 


3.1.4.2. Желтый краситель номер 5 

Водный раствор анализируется методом ионообменной жидкостной хроматографии (при поль¬ 
зовании градиентным элюированием). 

Вещества: Тартразин (желтый краситель номер 5, Е102) 

Подготовка образца: Образец разводится в подкисленной горячей воде и адсорбируется на по¬ 
лиамидном порошке или волокне. Адсорбированные красители смываются метанольным раство¬ 
ром аммиака. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостной хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца, спектрофо¬ 
тометрическим детектором (с переменной длиной волны) или детектором с диодной матрицей. 

Соответствующие методу параметры: 

Колонка: ионообменная колонка РЬ 1000 8АХ; 50 х 2,1 мм 
Подвижная фаза: А: 0,01 М тетраборат натрия вводе 
В:0,1мМ ЫаСЮ 4 в 0,01 ИаоВ^? 

Градиент: 0 - б мин 0- 7%В 
6-18 мин . 7- 26%В 
18-22 мин 26 - 35%В 
22 -30 мин 35-951В 
30 -35 мин 95%В .: 

Скорость протока: 1,0 мл/мин. 

Вводимый объем: 50мкл 

Используемая для обнаружения длина волны; 358 нм (ширина полосы 20 нм) 

Затруднения: От периода уравновешивания между градиентными разгонками (промывка толь¬ 
ко растворителем А) зависит способность колонки разделять первую пару выходящих пиков (фе- 
нилгидразин-п-сульфокислоту (РН8А)) и сульфаниловую кислоту [8А]. Если разрешающей спо¬ 
собности не достаточно, повысьте продолжительность периода уравновешивания. 

Советы и преимущества: Крайне необходима фильтрация того и другого компонентов под¬ 
вижной фазы. Разделение всех стандартов и образцов должно производиться сразу же после их 
подготовки, поскольку возможно разрушение под действием ультрафиолетового света. 
Литература для справок: 7,9,10,11,12,96,97. 

3.1.4.3. Красный краситель номер 3 

Эритрозин используется в целях надежного окрашивания пищевых продуктов. В некоторых евро¬ 
пейских странах, входящих в общий рынок, требования к содержанию этого красителя изменились 
и эритрозин оказался разрешенным только в нескольких продуктах из вишни (при этом, его до¬ 
пустимое предельное содержание составляет 150 мг/кг). Поэтому, понадобился метод опознания и 
количественного определения содержания этого красителя. 

Вещество: Эритрозин. 

Подготовка образца: 10 г. образца пищевого продукта гомогенизируют и смешивают с экстра¬ 
гирующим раствором (0,1% аммиака в 50-процентной смеси этанола с водой). После центрифуги¬ 
рования, раствор переносится в химический стакан на 100 мл. Несколько мл полученного при экс¬ 
трагировании раствора фильтруют через мембранный .фильтр (с размером пор 0,2 микрона). 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный изократическим насо¬ 
сом, устройством для введения образца, спектрофотометрическим детектором (с переменной дли¬ 
ной волны) или детектором с диодной матрицей. 

Соответствующие методу параметры: 

Колонка: с обращенной фазой С-18 (предлагаемая фирмой "Хьюлетт-Паккард" колонка Нурегзі- 
1СЮ8) 

Подвижная фаза: А: Раствор сульфата натрия вводе (6,44 г/л), рН 2,5 (доводка с помощью 

Н 2 Р0 4 ) 

В: метанол Смесь А:В = 10:29 (соотношение объемов) Изократическое 

разделение 
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Скорость протока: 1,0 мл/мин 
Температура: комнатная 
Вводимый объем: 20 мкл 

Используемая для обнаружения длина волны: А: 536 НМ . В: 254 нм 

Продолжительность разгонки: 10 минут 

Затруднения: Обнаружение на длине волны В может быть осложнено из-за влияния матрицы 
образца. Для всех остальных красных пищевых красителей этот метод неприменим, поскольку 
элюирующая способность подвижной фазы слишком высока (все остальные красные красители 
выходят одним пиком, без удерживания колонкой). При экстрагировании может отмечаться силь¬ 
ное удерживание эритрозина матрицей образца, что приводит к плохой степени извлечения при 
нейтральных и кислых значениях рН. При пользовании таким методом, настоятельно требуется 
проверка степени извлечения (благодаря добавкам в образец стандартов красителей). В некоторых 
случаях, удавалось достигнуть оптимальной степени извлечения (99%). 

Литература для справок: 108,109. 

3.1.4.5. Каротиноиды и хлорофилл, содержащие пигменты. 

Вещества: каротин, хлорофилл, ксантофилл, лутеин, виолаксантин, неоксантин, неохром, ау- 
роксантин, эпоксид лутеина 

Подготовка образца: Фрукты подготавливаются для анализа точно так же, как они подготавли¬ 
ваются для приема в пищу (т.е. несъедобные части удаляются). Экстрагирование производится по¬ 
сле смешивания 50 г фруктовой пасты с 1-2 г карбоната натрия. Затем, добавляют ацетон для по¬ 
лучения (примерно) 80% раствора при рН 8-9. Для отделения раствора от осадка необходимо цен¬ 
трифугирование. Эта операция повторяется до тех пор, пока остаток не остается обесцвеченным. 
Супернатанты собираются и подвергаются жидко-жидкостному экстрагированию в делительной 
воронке с диэтиловым эфиром. Органическая фаза испаряется, и состав ее остатка анализируется 
методом высокоэффективной жидкостной хроматографии. Кроме того, возможно и извлечение ка¬ 
ротиноидов методом сверхкритического экстрагирования. При таком подходе, не требуется орга¬ 
нических растворителей. Процесс сверхкритического экстрагирования быстр и полностью автома¬ 
тизирован. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный изократическим, устрой¬ 
ством для введения образца, многоволновым спектрофотометрическим детектором или детекто¬ 
ром с диодной матрицей. 

Соответствующие методу параметры: 

Колонка: с обращенной фазой С-18 (предлагаемая фирмой "Хыо-летт-Паккард" колонка Нурегзіі 
СЮ8) 

Подвижная фаза: метанол/ацетонитрил/тетрагидрофуран (35:58:7) Изократическое разделение 
Скорость протока: 1,0 мл/нин 
Температура: 30°С 
Вводимый объем: 2 мкл 

Используемые для обнаружения длины волн: А: 425 нм В: 400 НМ . С: 504 НМ 

Продолжительность разгонки: 45 минут 

Затруднения: При работе с образцами на свету, следует учитывать чувствительность веществ к 
свету. Существует и другой подход, описанный в публикации 110 (основанный на пользовании 
тонкослойной хроиатографией). Такой анализ должен проводиться в полной темноте (из-за воз¬ 
можности разрушения интересующих веществ). 

Советы и преимущества; Можно пользоваться 1-волновым спектрофотометрическим детекто¬ 
ром (при установке высокой чувствительности). Однако в этом случае, для подтверждения резуль¬ 
татов придется ввести дополнительный этап химической идентификации. При работе с детектором 
с диодной матрицей, за одну разгонку возможны опознание и количественный анализ различных 
молекул с очень схожей структурой. Оптимальная длина волны (дающая наивысшую чувстви¬ 
тельность) попадает в диапазон от 400 до 500 нм. При пользовании детектором с диодной матри¬ 
цей, можно настраивать прибор на оптимальные длины волн для всех веществ. 

Литература для справок: II, 12, 19, 20, 21, 22, 110, III. 
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3.1.5. Органические кислоты 

Некоторые вещества, имеющиеся в пищевых продуктах, тоже попадают под классификацию до¬ 
бавок (хотя они и представляют собой природные химические соединения). Возьмите, например, 
органические кислоты. Они могут входить в состав пищевых продуктов, но, кроме того, могут и 
добавляться к другим пищевым продуктам. Когда они добавляются как соли органических кислот, 
их правомерно считают добавками. Органические кислоты могут вноситься для подкисления пи¬ 
щевых продуктов, для улучшения вкуса (например, колбас). Никогда не удастся определить, была 
ли добавлена органическая кислота в виде кислоты или соли, но обеспечиваются некоторые воз¬ 
можности получить информацию об искусственных добавках за счет определения количественно¬ 
го содержания и подсчета соотношения различных кислот. Анализ таких веществ может выпол¬ 
няться с помощью разного оборудования, при малых затратах времени и с высокой воспроизводи¬ 
мостью. Далее рассматриваются два подхода к анализу: с помощью капиллярного электрофореза и 
с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии. 

Для определения этого класса веществ предлагаются проверочные наборы специфичных фер¬ 
ментов. Количественный анализ обеспечивается спектрофотометрически. Все эти зависимые от 
времени реакции могут контролироваться системой СйетБіаІіоп, обслуживающей спектрофото¬ 
метр (используется специальный вариант программного обеспечения, обслуживающий кинетиче¬ 
ский анализ и имеющий название "ВосНгіпцег Те§1"). Пользование такими наборами дает возмож¬ 
ность анализа перечисленных ниже кислот. Для каждой кислоты требуется собственный специ¬ 
фичный фермент, который должен индивидуально проверяться перед анализом на степень извле¬ 
чения. Порча веществ и плохие условия хранения могут привести к следующим затруднениям при 
пользовании таким подходом к анализу. 

Наборы специфичных ферментов, используемых при анализе органических кислот, предлагают¬ 
ся для: уксусной, муравьиной, аскорбиновой, янтарной, пировиноградной, лимонной, глюконо¬ 
вой, глутаминовой, изолимонной, молочной и щавелевой кислот. Все эти вещества могут быть 
проанализированы за одну разгонку с помощью описанного дальше метода. 

3.1.5.1. Анализ органических кислот с помощью капиллярного электрофореза 

Вещества: Лимонная кислота, щавелевая кислота, муравьиная кислота, янтарная кислота, ма¬ 
леиновая кислота, пировиноградная кислота, уксусная кислота, молочная кислота, фенилуксусная 
кислота 

Подготовка образца: Возможно непосредственное введение прозрачных растворов. Необходи¬ 
ма фильтрация мутных растворов. В случае сложных матриц образца (таких, как мясо и колбасы), 
рекомендуется очистка образца на ионообменной колонке с использованием элюента, имеющего 
рН 2-3. После этого, элюирование производят элюснтов с высоким рН (8 - 9). Выбор рК зависит 
от стабильности веществ и от характерных для них значений рК* 

Прибор: Система для капиллярного электрофореза. 

Электрофореграмма: Органические кислоты в пиве 

Соответствующие методу параметры: Буферный раствор: 5нМ раствор фталата (рН 7,0) 

0,25 мМ раствор хлорида цетилтриметиламмония 

Капилляр: эффективная длина 72 си; внутренний диаметр 75 микрон; длина 80,5 см 
Введение: 200 мбарсек 
Температура: 15°С 
Напряженность поля: -310 В/см 

Обнаружение: косвенное, по поглощению света в ультрафиолетовой области спектра (детектором 
с диодной матрицей) Используемая для обнаружения длина волны: 300 '(ширина полосы 16 нм); 
контрольная длина "волны 210 нм (ширина полосы 20 нм) 

Затруднения: Идентификация в режиме косвенного обнаружения основана только на информа¬ 
ции о временах миграции. В лабораториях, занимающихся контролем качества продукции, может 
потребоваться дополнительная очистка образца на ионообменных колонках, чтобы снизить к ми¬ 
нимуму риск ошибочности результатов (за счет наличия мешающих веществ, выходящих из ка¬ 
пилляра в то же самое время). 

Советы и преимущества: Для косвенного обнаружения (по поглощению света в ультрафиоле¬ 
товой области спектра) использовался фталатный буфер. Поменяли местами длину волны, исполь- 
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зуемую для регистрации, и контрольную длину волны (чтобы получить положительные пики). Для 
изменения направления электроосмотического потока и снижения продолжительности анализа, 
использовали СТАС. В целях подбора оптимальных параметров для такого обнаружения, крайне 
полезно пользоваться детектором с диодной матрицей и иметь всю необходимую информацию для 
оценки данных (такую, как спектрограммы анализируемых веществ). Пузырьковая кювета харак¬ 
теризуется в три раза увеличенным внутренним диаметром в зоне пропускания света. За счет этого 
длина оптического пути в 3 раза больше (что фактически не оказывает влияния на разрешающую 
способность). Для получения хорошей воспроизводимости многократных анализов (особенно, при 
косвенном обнаружении по поглощению света), необходимо программируемое автоматическое 
пополнение буфера. 

Литература для справок: 4, 7, 13, 14, 15, 16, 17, 95 

ЗЛ.5.2. Анализ органических кислот с помощью капиллярного электрофореза 

Итаконовая, цитраконовая, мезаконовая кислоты являются метаболитами лимонной кислоты и 
(поэтому) тоже присутствуют в сырых зернах кофе. 

Вещества: Лимонная кислота, цитраконовая кислота, трансако-новая кислота, мезаконовая ки¬ 
слота, итаконовая кислота 

Подготовка образца: Фильтрация и (или) разбавление жидких образцов. Экстрагирование из 
твердых или полутвердых образцов обеспечивается рабочим буферным раствором (тем, который 
используется для анализа). После экстрагирования приходится выполнять фильтрацию. При экст¬ 
рагировании (для получения количественно точного растворения) рекомендуется пользоваться 
ультразвуковой баней. 

Прибор: Система для капиллярного электрофореза. 

Соответствующие методу параметры: 

Буфер: 10 мМ раствор тетрабората натрия (рН 9,2) 

Капилляр: длина 64 си; внутренний диаметр 75 микрон Введение: 18,9 нм 
Температура: 35°С 
Напряжение: 20 кВ 

Программируемый по времени параметр: давление (10 мбар) 

Обнаружение: с помощью детектора с диодной матрицей 
Длина волны: 254 нм 

Затруднения: Погрешность воспроизводимости площадей пиков при пользовании капилляр¬ 
ным электрофорезом во многих случаях не менее 2%. При пользовании этим методом, средне¬ 
квадратичное стандартное отклонение может быть снижено до 0,5%. При экстрагировании из 
твердых образцов необходимо пользоваться ультразвуковой баней. 

Советы и преимущества: Указанные выше кислоты характеризуются очень схожей молеку¬ 
лярной структурой. Для получения малой продолжительности анализа необходимо приложение к 
капилляру давления. Момент создания такого давления может выбран соответствующим 7-ой 
минуте (при пользовании моделью НРЗЭСЕ системы для капиллярного электрофореза). Кроме то¬ 
го, удается повысить воспроизводимость (погрешность, определяемая по площади пика, стано¬ 
вится равной 0,5% (по среднеквадратичному отклонению) вместо 2%; погрешность, определяемая 
по времени миграции - до 0,33% (по среднеквадратичному отклонению)). 

Литература для справок: 94, 7, 13, 14, 15, 16, 17 

ЗЛ.5.3. Анализ органических кислот с помощью высокоэффективной жидкостной хромато¬ 
графии 

Вещества: Щавелевая кислота, лимонная кислота, винная кислота, янтарная кислота, муравьи¬ 
ная кислота, уксусная кислота, пропионовая кислота 

Подготовка образца: Экстрагирование из твердых матриц обеспечивается подкисленной во¬ 
дой. Мутные экстракты требуют осветления, по методу, предложенному Саггс/; после чего произ¬ 
водится фильтрация. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный изократическим устрой¬ 
ством для введения образца, многоволновым спектрофотометрическим детектором или рефракто¬ 
метрическим детектором 
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Соответствующие методу параметры: 

Колонка: ионообменная Віо-КАБ ИРХ 87Н; длина 300 мм; внутренний диамотр 7,8 мм 
Подвижная фаза; вода (0,008 н. раствор серной кислоты) 

Скорость протока: 0,8 мл/мин 
Температура: 65°С 

Используемые для обнаружения длины волн: А: 190 нм (ширина полосы 4 ни) В: 200 нм (ши¬ 
рина полосы 4 нм) Советы и преимущества: Количественный анализ целого ряда органических 
кислот может обеспечиваться за одну разгонку. Возможно параллельное обнаружение и других 
веществ (например, некоторых спиртов алифатического ряда). На этапы подготовки образца за¬ 
трачивается гораздо меньшее время, чем при подготовке к индивидуальному анализу каждого ве¬ 
щества. Если пользоваться ферментным анализом, следует учитывать высокую стоимость таких 
(ферментных) реактивов и то, что они чувствительны к температуре и свету. 
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Литература для справок: 89,7,13,14,15,16,17 


3.1.6. Подслащивающие средства 

Искусственные подслащивающие средства дают больший эффект (при добавлении в пищевые 
продукты), чем сахароза (при этом обеспечивается более низкая калорийность). Они используются 
в диетических продуктах, газированных напитках и в прочих случаях. Содержание таких средств 
ограничивается национальными законодательными требованиями и, кроме того, указанием для 
диетических продуктов 17 (это указание считается более приоритетным и устанавливает более 
строгие требования к продуктам для диетического питания). Во всех этих документах приводится 
список разрешенных подслащивающих средств; использован запретительный принцип (могут ис¬ 
пользоваться только вещества, упомянутые в списке; остальные запрещены). 

Анализ: экстракция из образца обеспечивается смесью метанола с водой; экстракт фильтруют и 
очищают с помощью патрона 8ЕР-Рак С-18 для твердофазного экстрагирования. Для идентифика¬ 
ции и количественного определения сахарина пользуются высокоэффективным жидкостным хро¬ 
матографом (спектрофотометрический детектор или детектор диодной матрицей); колонкой 
КР18; подвижной фазой, представляющей собой специальную смесь метанола с фосфатным буфе¬ 
ром. Изократическое разделение производится при скорости протока .1,2 мл/мин; при температуре 
35°С для обнаружения используется длина волны 235 ни, ацесульфам-К обнаруживают при сле¬ 
дующих условиях: изократическое разделение; смесь воды, метанола и буферного раствора в ка¬ 
честве подвижной фазы; скорость протока 0,7 мл/мин; комнатная температура; длина волны 227 
нм. Для обнаружения аспартама пользуются колонкой Нурегзіі СЮ8; градиентным элюированием 
при употреблении смеси метанола с буферным раствором; температура 40°С; после получения 
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производных с помощью ортофталевого альдегида (ОРА), регистрацию производят на длине вол¬ 
ны 338 нм. 


3.1.6.2. Искусственные подслащивающие средства 
Вещества: Сахарин, цикламат, аспартан, асцсульфам 

Подготовка образца: Обработка образцов с низким содержанием жира производится следую¬ 
щим образом: раствор ацетата аммония, уксусной кислоты и метанола при рН, который предот¬ 
вращает диссоциацию слабых кислот (таких, как бензойная), используется для экстрагирования 
интересующих веществ в ультразвуковой бане. Мутные растворы осветляются и фильтруются с 
помощью мембранного фильтра. Прозрачные растворы требуют только фильтрации. В случае бо¬ 
лее сложных матриц, приходится выполнять другие операции по экстрагированию. Могут потре¬ 
боваться твердофазное экстрагирование, жидко-жидкостное экстрагирование. Наиболее часто, при 
работе со сложными образцами, применяют перегонку с водяным паром. 

Прибор; Система для капиллярного электрофореза 
Электрофореграмма: 
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Соответствующие методу параметры: 

Капилляр; 50 микрон: 56/64,5 см 
Подвижная фаза: 20 мМ боратный буфер, 
рН 9,4 

Напряжение: 465 В/см 
Температура; 25°С 
Вводимый объем: 50 мбарсек 
Используемая для обнаружения длина вол¬ 
ны; 192 нм (ширина полосы 2 нм ) 
Контрольная длина волны; 450 ни (ширина 
полосы 100 нм) 

Затруднения: Регистрация и количест¬ 
венная оценка с использованием спектро¬ 
фотометрического детектора, настроенного 
на длину волны 235 нм, для всех веществ 
или детектора с диодной матрицей гаран¬ 
тирует возможность обнаружения всех ана¬ 
лизируемых веществ, способных к погло- 

<-----___-- щению света в ультрафиолетовой области 

спектра (бензойная кислота, сорбиновая 
кислота, эфиры п-ок-сибензойной кислоты [метиловый, этиловый, пропиловый, бутиловый] и са¬ 
лициловая кислота). 

Советы и преимущества: При пользовании системой для капиллярного электрофореза воз¬ 
можно параллельное обнаружение аспартама, ацесульфама, сахарина и цикламата. Соблюдение 
требований к подготовке образца не столь, как при работе с высокоэффективным жидкостным 
хроматографом, поскольку влияние матрицы образца может быть частично устранено регулируе¬ 
мыми режимами введения. 

Подход, описанный на стр. 17, дает возможность определять содержание искусственных под¬ 
слащивающих средств и консервантов за одну разгонку. 

Литература для справок: 95, 7,17,18,163 
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3.1.7. Природные полисахариды 

Природные полисахариды используются для улучшения структуры и консистенции пищевых 
продуктов (таких, как кремы, йогурт, десерты и соусы); продуктов диетического питания (напри¬ 
мер, детского). О качестве таких продуктов часто судят по их консистенции. Плохое качество мо¬ 
жет быть замаскировано добавлением крахмала. Из-за возможности подделок, возникает необхо¬ 
димость опознания и количественной оценки содержания каждого индивидуального полисахарида 
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(согласно требованиям, предусмотренным национальными стандартами). Неперевариваемые по¬ 
лисахариды (кормовой балласт) тоже калорийны и приходится следить за их содержанием в про¬ 
дукции из непросеянной муки (которая относится к лечебным продуктам питания, способствую¬ 
щим улучшению пищеварения ). Покупатели могут оказаться обманутыми, когда содержание при¬ 
родных полисахаридов не так высоко, как заявлено имеющимися на упаковке рекламными надпи¬ 
сями. 


3.1.7.1. Природные полисахариды 

Вещества: Альгиновая кислота, карбоксиметилцеллюлоза, харрагинин, камедь рожкового дере¬ 
ва, пектин, аминированный пектин; трагакантановая камедь, ксантановая камедь 

Подготовка образца: После очистки образца, полисахариды гидролизуются до моносахаридов 
и могут анализироваться с помощью газовой хроматографии (при обнаружении пламенно¬ 
ионизационным детектором) или высокоэффективной жидкостной хроматографии в Германии, 
метод газовой хроматографии считается стандартным для таких веществ. Все смеси стандартов 
должны обрабатываться точно так же, как образцы. Если в образце имеется жир (свыше 2%), от 
него необходимо избавиться перед анализом. Обычно, это обеспечивается центрифугированием 
25 г образца (или 5 г сухого образца, разбавленного водой) после добавления 40 мл смеси ацето¬ 
нитрила с дихлорметанон. В случае образцов, в которых количество крахмала превышает 0,5% (о 
чем судят рефрактометрическим способом), необходимо ферментативное уничтожение крахмала. 
Заключительный этап обработки сводится к растворению сульфасалициловой кислотой, очистке 
фильтрацией, осаждению за счет добавления этанола (после чего дают выставиться в течение 2 ча¬ 
сов). Осадок, после этого гидролизуют соляной кислотой в метаноле (в котором нет воды) в тече¬ 
ние 4 часов при ІОО л С. После добавления 0,05 мл пиридина (и какого-то внутреннего стандарта), 
раствор выпаривают досуха. После силилирования в пиридине, производят анализ методом газо¬ 
вой хроматографии. 

Прибор: газовый хроматограф (с пламенно-ионизационным детектором) 

Соответствующие методу параметры: 

Температура термостата: от 120 до 220°С со скоростью 4°С/мин 
Колонка: БигаЪопеІ БВ-5; длина 30 и; внутренний дианетр 0,32 мм 
Температура устройства для введения образца: 250°С 
Температура головки детектора: 290°С 
Газ-носитель: азот: 1,5 мл/мин 
Деление потока: 1/150 - 1/100 
Вводимый объем: 1 -2 мкл 
Внутренний стандарт: пиридин 

Затруднения: Вся подготовка образца должна выполняться при слежении за полным отсутст¬ 
вием воды. Каждый индивидуальный раствор (растворитель) должен быть обезвожен. Продолжи¬ 
тельность процессов ферментативного уничтожения и гидролиза (при подготовке образцов) нельзя 
сокращать, иначе может наблюдаться превышение оговоренных предельных количеств вдвое. 

Советы и преимущества: Все смеси стандартов должны обрабатываться точно так же, как об¬ 
разцы. Если в образце имеется жир (свыше 2%), от него необходимо избавиться перед анализом. 
Обычно, это обеспечивается центрифугированием 25 г образца (или 5 г сухого образца, разбав¬ 
ленного водой) после добавления 40 мл смеси ацетонитрила с дихлорметаном. Рассмотренный 
способ подготовки образца может быть подменен восстановительным гидролизом кислотами 
Льюиса. Преимуществом такого гидролиза является получение исходных моносахаридов, которые 
обычно разрушаются при той подготовке образцов, которая описана выше. 

Литература для справок: 37, 38,39,40 

3.2. Загрязнителя окружающей среды 

3.2.1. Тяжелые металлы 

Содержание тяжелых металлов (таких, как свинец, медь, кадмий) исследуется с по¬ 
мощью атомно-адсорбционной спектроскопии. Металл должен быть растворен количественно 
(обычно, в «царской водке» иногда используются модификаторы). Некоторые металлы требуют 
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специальной обработки (для обеспечения растворения). Кроме того, пользуются и плазменно¬ 
эмиссионными спектрометрами. 


3.2.2. Афлатоксины 

В Европе ограничено содержание афлатоксинов во всех пищевых продуктах (поскольку эти ве¬ 
щества очень токсичны и наносят урон здоровью), хотя афлатоксины могут обнаруживаться в 
масличных фруктах, в семенах, в орехах (арахис, бразильский орех, фисташки), в специях (в зер¬ 
нах перца). 

Общее содержание не должно превышать 4 мкг/кг, а содержание афлатоксина В1 должно быть 
менее 2 мкг/кг. 

Анализ: после экстрагирования хлороформом, образец очищают на колонке, заполненной си¬ 
ликагелем, с использованием сульфата натрия. Обнаружение и количественная оценка обеспечи¬ 
ваются методом 2-мерной тонкослойной хроматографии и косвенной денситометрической регист¬ 
рацией по флуоресценции. Способность афлатоксинов в растворе разрушаться под воздействием 
дневного света заставляет производить весь анализ в темной комнате. При большой продолжи¬ 
тельности анализа могут отмечаться дополнительные потери. Относительно высок риск воздейст¬ 
вия этих опасных веществ на операторов. Надежные результаты могут быть получены только 
очень опытными специалистами. 

Возможны и другие инструментальные подходы, включая экстрагирование жидкой средой при 
сверхкритических условиях (хотя нет еще полностью разработанного метода). Возможны иденти¬ 
фикация и количественная оценка с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(при обнаружении флуориметрическим детектором). Высокой чувствительности (при обнаруже¬ 
нии по способности к флуоресценции) можно добиться благодаря получению производных до 
разделения на колонке (за счет реакции с трифторуксусной кислотой) или после разделения на ко¬ 
лонке (за счет реакции с йодом; в этом случае, требуется оснащение хроматографа дополнитель¬ 
ным насосом). Употребление метода высокоэффективной жидкостной хроматографии дает сле¬ 
дующие преимущества: сокращение продолжительности анализа; защита анализируемых веществ 
от воздействия дневного света; сниженный риск подверженности оператора воздействию афлаток¬ 
синов. 


3.2.2.1. Афдатоксины 

Вещества: Афлатоксины В1, В2, М1, М2, 01, 02 



Подвижная фаза: вода/метанол/ацетонитрил (63/26/11) . 


Подготовка образца: После экс¬ 
трагирования хлороформом, об¬ 
разец очищается на стеклянной ко¬ 
лонке, заполненной силикагелем с 
дополнительным слоем сульфата 
натрия. Афлатоксины элюируются 
хлороформом. 

Прибор; Высокоэффективный 
жидкостный хроматограф, осна¬ 
щенный изократическим насосом, 
устройством для введения образца, 
детектором с диодной матрицей, 
флуориметрическим детектором 
Хроматограмма: 

Соответствующие методу пара¬ 
метры: 

Колонка: Нурегеіі СЮ8; 100 х 2,1 
ни; разнер частиц 3 микрона; номер 
по каталогу: 799160Б-352 
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Скорость протока: 0,3 нл/нин 
Температура: комнатная 
Вводимый объем: 1 мкл 

Используемая для обнаружения длина волны (детектора с диодной матрицей): 365 нм 
Настройка флуориметрического детектора: возбуждающая длина волны: 365 нм, возбужденная 
длина волны: 455 нм 

Затруднения: Афлатоксины крайне чувствительны к свету. Обычный анализ выполняется в 
темной комнате. Любое воздействие дневного света приводит к разрушению анализируемого ве¬ 
щества. Предпочтительно хранение образцов и стандартов в холодильнике. Об афлатоксине В1 
известно, что он является одним из наиболее канцерогенных веществ. 

Советы и преинущества: Получение производных до введения образца в колонку может по¬ 
высить чувствительность флуориметрического детектора. Кроме того, возможно и получение про¬ 
изводных после разделения на колонке (но для этого потребуется второй изократичсский насос). 
Йод, используемый в качестве реактива для лолучения производных (после разделения на колон¬ 
ки) дает наивысшую чувствительность обнаружения. Перед анализом приходится проводить тру¬ 
доемкую подготовку образца (поскольку, во многих случаях, имеющийся в матрице образца жир 
мешает разделению в высокоэффективном жидкостном хроматографе). 

Экстрагирование углекислотой при сверхкритических условиях может заменить трудоемкую 
подготовку образца (описанную выше). Этот подход сократит продолжительность анализа и сни¬ 
зит риск для оператора. Метод такого экстрагирования из матриц жирных образцов все еще не 
разработан. 

Литература для справок: 1, 23 

Масс-спектрометрическая идентификация афлатоксинов 

Прибор: Масс-спектрометр, оснащенный приставкой Тйеггоозргау (дающей возможность под¬ 
ключения жидкостного хроматографа) 

Соответствующие методу параметры: Настройка, выполняемая вручную по массе 367 (соот¬ 

ветствующей присоединению гликоля) Температура источника: 250°С Температура квадру- 
поля: 120°С Режим регистрации индивидуальных ионов: 312 для В1, 314 для В2, 328 ДЛЯ 01, 
330 ДЛЯ 02 Время простоя на каждой массе: 600 мсек Напряжение на электронном умножи¬ 
теле: 2500 В Режим обнаружения ионов: регистрация отрицательных ионов Температура ка¬ 
нала приставки Тйеггоозргау; 95°С Нить накала: включена 

Масс-спектрограмма ( соответствующая идентификации афлатоксина В1 ): 

Советы и преимущества: Опознание по иасс-спектрограммам считается наиболее надежным и 
независимым средством (которым можно пользоваться при получении разделении методом высо¬ 
коэффективной жидкостной хроиатогрдфии). 

Литература для справок: 23 


3.2.3. Охратоксин 

Охратоксин может продуцироваться различными грибками (такими, как Азрег^Шш и 
РепісіПіит) и обнаруживаться в некоторых пищевых продуктах. Люди могут быть подвержены 
действию этого токсина, если потребляют в пищу продукты из свинины и из непросеянной муки. 
Специальных пределов содержания этого токсичного вещества не установлено, но необходимость 
следить за его отсутствием вытекает из статьи 36 договора, заключенного при объединении стран 
в Европейское экономическое общество. Каждой страной устанавливаются собственные стандар¬ 
ты, соответствующие национальным законам, запрещающим продавать пищевые продукты, со¬ 
держащие токсины. 

Вещество: Охратоксин А 

Подготовка образца: 30 мл 2 М НС1 в 50 мл 0,4 М раствора хлористого магния добавляют к 20 
г измельченного и перемешанного образца. После гомогенизации, добавляют 100 мл толуола и ин¬ 
тенсивно встряхивают в течение 60 минут. Суспензия центрифугируется и 50 мл толуолового су¬ 
пернатанта пропускают через предварительно кондиционированный патрон 8ор-Раск, заполнен¬ 
ный силикагелем. Патрон промывается двумя 10 мл аликвотами гексана, 10 мл смеси толуола с 
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ацетоном (95:5)и 5 мл толуола. Охратоксин А элюируется 2 аликвотами по 15 мл толуола с уксус¬ 
ной кислотой (9:1) и высушивается при 40 Л С. Остаток растворяется 1 мл подвижной фазы и 
фильтруется. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостной хроматограф, оснащенный изократическим насо¬ 
сом, устройством для введения образца, детектором с диодной матрицей, флуориметрическим де¬ 
тектором 


Хроматогранма 



Соответствующие методу параметры: 

Колонка: ЫСйгокрйег 100 КР 18; 125 х 4 ми; размер частиц 5 микрон 
Подвижная фаза: 2% (объемных) уксусной кислоты в смеси аце-тонитрил/вода (1:1) 

Скорость протока: 1 мл/мин 
Температура: 40°С 
Вводимый объем: 20 мкл 

Используемая для обнаружения длина волны (детектора с диодной матрицей): 236 нм • 
Настройка флуориметрического детектора: возбуждающая длина волны: 247 нм 

возбужденная длина волны: 480 нм 

Затруднения: Степень извлечения сильно зависит от матрицы образца. Приходится опреде¬ 
лять и эту степень (за счет искусственной добавки в образцы). 

Советы и преимущества: Результат может быть подтвержден получением производного веще¬ 
ства из охратоксина А (за счет реакции с 14% [по соотношению объемов] раствором трехфтори¬ 
стого бора в метаноле); см. публикацию 23. 

Литература для справок: 1, 7, 23, 24, 25 


3.2.4. Зеараленон 

Зеараленон - микотоксин эстрогенного действия, вырабатываемый грибком Разагіиш, встре¬ 
чающимся (главным образом) в кукурузе и зерновых культурах. 

Вещество: Зеараленон 

Подготовка образца: Зеараленон, афлатоксины и охратоксин могут быть одновременно про- 
экстрагированы на патронах 8ер-Рак с силикагелем. Образец наносится на патрон в виде толуоло¬ 
вого экстракта. Патрон промывают толуолом, после чего зеараленон элюируют 10 нл смеси то¬ 
луола с ацетоном (соотношение обьенов 95:5). 
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Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный изократическим насо¬ 
сом, термостатом для колонки, устройством для введения образца, детектором с диодной матри¬ 
цей, флуо-риметрическим детектором 


Снесъ стандартов 



Время (минуты > 


Хроматограмма: 

Соответствующие методу па¬ 
раметры: 

Колонка: Нурегеіі СЮ8 КР 18; 100 х 
2,1 мм; размер частиц 5 микрон; 
номер по каталогу: НР79925СЮ-464 
Подвижная фаза: во¬ 

да/ацетонитрил/метанол (соотно¬ 
шение объемов 50/40/10) 

Скорость протока: 0,5 мл/мин 
Температура: 40°С 
Используемая для обнаружения 
длина волны (детектора с диодной 
матрицей): 236 нм (ширина полосы 
20 нм) 

Настройка флуориметрического 
детектора: возбуждающая длина 
волны: 236 нм возбужденная 


длина волны: 464 нм 

Советы и преимущества; Для обеспечения чувствительного анализа и подтверждения по спек¬ 
трограмме, рекомендуется пользоваться детектором с диодной матрицей. Однако, более высокую 
чувствительность дает обнаружение по способности к флуоресценции. 

Литература для справок: 23,24 


3.2.5. Патулин 

3.2.5.1. Патулин 

Патулин встречается, главным образом, во фруктах (конкретно, в яблоках). Он является метабо¬ 
литом нескольких грибков. Чаще всего, это вещество анализируется в яблочных соках и в про¬ 
дуктах переработки яблок. 

Вещество: Патулин 

Подготовка образца: Известны два подхода. Фруктовые соки могут быть почищены на патроне 
Ехігеіиі, после чего производится экстракция анализируемого вещества на колонке с силикагелем, 
элюирование из которой (перед дальнейшим хроматографическим анализом) обеспечивается сме¬ 
сью толуола с этилацетатом (3:1). Второй подход сводится к экстрагированию этилацетатом, по¬ 
сле чего производится промывка 14% водным раствора карбоната натрия (указан весовой про¬ 
цент). После испарения этилацетата при 40°С, остаток растворяют в смеси метанола с этилацета¬ 
том (9:1). 

Прибор; Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный изократическим насо¬ 
сом, термостатом для колонки, устройством для введения образца, детектором с диодной матри¬ 
цей, флуориметрическим детектором 

Хроматограима: АНАЛИЗ ПАТУЛИНА (стандарт и образец яблочного сока) 
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Соответствующие методу паранетры: 

Колонка: Зирегерйег КР 18; 125 х 4 ни; разнер частиц 4 ник-рона; номер по каталогу: НР799250Б- 
464 

Подвижная фаза: вода/ацетонитрил(соотношение объемов 95/5) 

Скорость протока: 0,6 нл/нин 
Температура: 40°С 

Используемая для обнаружения длина волны (детектора с диодной патрицей): 270 нм 

Затруднения: Основной сложностью при анализе содержания патулина в продуктах из яблок 
(соке, пирогах и т.д.) является высокое содержание 5-оксиметилфурфурола (вещества, пик которо¬ 
го близок к пику патулина и которое поглощает свет на той длине волны, которая используется 
при регистрации). Разделение этих двух веществ получали на колонке с силикагелем, и на колонке 
с диол-фазой. 

Советы и преимущества: При работе с улучшенными сорбентами с обращенной фазой (напри¬ 
мер, при работе с колонками ЗрйегікогЬ КР 13; размер частиц 5 микрон), разделение может быть 
получено в градиентном режиме (от 5% до 100% ацетонитрила). - 

Литература для справок: 23, 24, 25, 113 


3.2.5.2. Патулин 

Вещество: Патулин 

Подготовка образца: Известны два подхода. Фруктовые соки могут быть почищены на патроне 
ЕхІгсІЩ, после чего производится экстракция анализируемого вещества на колонке с силикагелем, 
элюирование из которой (перед дальнейшим хроматографическим анализом) обеспечивается сме¬ 
сью толуола с этилацетатом (3:1). Второй подход сводится к экстрагированию этилацетатом, по¬ 
сле чего производится промывка 14% водным раствора карбоната натрия (указан весовой про¬ 
цент). После испарения этилацетата при 40°С, остаток растворяют в смеси метанола с этилацета¬ 
том (9:1). 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный изократическим насосом, 
термостатом для колонки, устройством для введения образца, спектрофотометрическим детекто¬ 
ром (с изменяемой длиной волны) или детектором с диодной матрицей 
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Время (минуты) 


Соответствующие нетоду паранетры: 

Колонка: ЫСйгозрйег Біоі; 125 х 4 ни; размер частиц 4 микрона 
Подвижная фаза: гексан/изопропанол (соотношение объемов 95/5) 

Скорость протока: 0,6 мл/нин 
Температура: 40°С 
Вводимый объем; 1 мкл 

Ислользуемая для обнаружения длина волны (детектора с диодной матрицей): 270 нм 

Затруднения: Основной сложностью при анализе содержания патулина в продуктах из яблок 
(соке, пирогах и т.д.) является высокое содержание 5-оксиметилфурфурола (вещества, пик которо¬ 
го близок к пику патулина и которое поглощает свет на той длине волны, которая используется 
при регистрации). Разделение этих двух веществ получали на колонке с силикагелеми на колонке 
с диол-фазой. Разделение 5-оксинетилфурфурола и патулина на уровне базовой линии показано в 
публикации 23. 

Советы и преимущества: При работе с улучшенными сорбентами с обращенной фазой (на¬ 
пример, при работе с колонками ЗрйегізогЪ КР 18; размер частиц 5 микрон), разделение может 
быть получено в градиентном режиме (от 5% до 100% ацетонитрила). 

Литература для справок: 23, 24, 25, 113 


3.2.6. Пестициды 

Всемирные программы по контролю за содержанием пестицидов привели к ужесточению тре¬ 
бований, предъявляемых к пищевым продуктам (поскольку у людей сложилось мнение, что неко¬ 
торые продукты небезопасны). 

Пестициды подразделяются (согласно областям их применения) на следующие группы: инсек¬ 
тициды, гербициды, фунгициды, моллюскициды, акарициды, нематициды, реппеленты, роденти- 
циды. К используемым химическим структурам относятся хлорсодержащие органические соеди¬ 
нения углеводов с фосфором, карбаматы, содержащие мочевину производные хлорфеноксикарбо- 
новых кислот, содержащие триазин органометаллические комплексы, полихлорированные дифе¬ 
нилы. 

Европейские указания, ограничивающие предельное содержание этих веществ, действуют в 
большинстве стран Европы. Поэтому, наводите справки в национальных законодательных требо¬ 
ваниях. Не должно быть превышено допустимое предельное содержание подобных веществ. Те 
вещества, которые неупомянуты в списках, запрещены. Национальные законодательные требова¬ 
ния часто различаются как по перечням, так и по указываемым количествам. Импорт продуктов, 
содержащих эти вещества в количествах свыше пределов, оговоренных в национальных требова¬ 
ниях, должен быть прекращен (согласно статье 36 договора, заключенными странами при вступ¬ 
лении в Европейское экономическое общество). 

Анализ фунгицидов (таких, как дитиокарбаматные) часто производится согласно методу, пред¬ 
ложенному Кеппелем. Остаточные количества определяются после гидролиза этих веществ, в хо¬ 
де которого образуется С8, количественная оценка содержания которого обеспечивается методами 
спектроскопии после образования комплексов с ацетатом меди. Этот способ быстр и требует ма¬ 
лой оснащенности оборудованием. Пестициды часто идентифицируются и количественно опре- 
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деляются с помощью методов масс-спектрометрии (в частности, при пользовании комплексом "га¬ 
зовый хроматограф - масс-спектрометр" и "жидкостный хроматограф - масс-спектрометр") 

Для обеспечения точного, эффективного и экономичного анализа остаточных количеств в пи¬ 
щевых продуктах, используются несколько типов аналитических приборов. Например, можно 
воспользоваться высокоэффективным жидкостным хроматографом, если вещества не летучи и не 
стойки к нагреву. Жидкостная хроматография дает возможность анализа большинства классов ве¬ 
ществ. При пользовании газовой хроматографией, могут отмечаться некоторые сложности, свя¬ 
занные с эксплуатацией детектора соединений азота и фосфора. 

З.2.6.1. Пестициды 

Вещества: алдрин, аметрин, амидотион, атразин, азинфос-этил, азинфос-метил, азипротрин, 
бромацил, бромофос, каптафол, каптан, карбофенонтион, хлортал, хлорфенвинфос, хлорпирифос, 
ДДД, профенофос, винслозолин, хинтозен 

Подготовка образца: 50 г овощной массы заливаются 100 мл ацетона; производится экстраги¬ 
рование двумя аликвотами по 10 мл дихлорметана. Очистка обеспечивается на стеклянной колон¬ 
ке, заполненной 0,5 г силикагеля и I г угольного порошка; элюирование производится 15 мл смеси 
дихлорметан: толуол: ацетон. После выпаривания досуха, образец разводится гексаном и разделя¬ 
ется в газовом хроматографе на полярной колонке (ДРІ и неполярной колонке 8Е-30. Обнаружение 
производится электронозахватным детектором. 

Прибор: Газовый хроматограф, оснащенный электронозахватным детектором. 

Соответствующие методу параметры: Колонка: кварцевая колонка, имеющая длину б футов 
(1,8 н) и внутренний диаметр 1/4 дюйма (6,35 мм); 3% 8Е-30; 80-100 меш Температура колонки: 
210°С Температура устройства для введения образца: 230°С Температура термостата: 210°С 
Температура головки детектора: 210°С Газ-носитель: гелий; 30 мл/пин Поддувочный газ: 
смесь аргона с метаном . Вводимый объем - 2 нкл 

Затруднения: Для каждого класса пищевых продуктов должна определяться степень извлече¬ 
ния 

Советы и преимущества: Время удерживания может достигать 15 минут. Степень извлечения 
для 34 пестицидов попадает в диапазон от 70 до 105%. Модифицированный метод может обеспе¬ 
чивать анализ 75 пестицидов, но его использование связано с большими затратами растворителей 
и времени. 

В публикации 29 описаны 2 других набора параметров, соответствующих методу газовой хро¬ 
матографии. Согласно одному из этих случаев, регистрация производится с помощью детектора 
соединений азота и фосфора. Некоторые из специалистов сообщают о затруднениях, испытывае¬ 
мых при использовании такого детектора для анализа пестицидов. Эта причина была одной из не¬ 
скольких для перехода к методу высокоэффективной жидкостной хроматографии. 

В публикации 34 описан другой способ очистки образца. Согласно описанному подходу, исполь¬ 
зуется метод гель-проникающей хроматографии для быстрой, эффективной, в значительной сте¬ 
пени автоматизированной очистки. 

Литература для справок; 26, 27, 23, 29, 30, 31, 32, 33, 34 

3.2.6.2. Неорганический бронид 

Вещества: Неорганический бронид Салат-латук; свежие овощи и фрукты. 

Подготовка образца: Нарежьте образец на кусочки и гомогенизируйте в миксере. Избегайте 
утечки сока, поскольку в нем часто содержится большинство бромида. Перенесите 5 г суспензии 
образца в коническую колбу на 100 мл. 

Зерновые культуры, высушенные овощи, фрукты и грибы: Мелко измельчите эти материалы. 
Перенесите 1 г в в коническую колбу на 100 мл. 

Получение производного вещества: 

Добавьте 5 мл. 4 и. (по отношению объемов) водного раствора окиси этилена к 5 г суспензии 
образца. В случае работы с порошковый сухим материалом, добавьте 10 мл того же самого реак¬ 
тива. Подкислите добавлением 1 мл 6 и. серой кислоты. 

Экстрагирование: Добавьте 50 мл этилацетата и 4 г сульфата аммония к суспензии с подкис¬ 
ленным образцом. Встряхивайте в течение 1 минуты. Дайте выстояться в течение 20 минут (время 
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от времени встряхивая). Перенесите аликвотное количество 10 мл супернатанта в пробирку; до¬ 
бавьте около 0,5 г безводного сульфата натрия и хорошо встряхивайте. 

Прибор: Газовый хроматограф, оснащенный электронозахватным детектором 
Соответствующие методу параметры: Колонка: из стекла пирекс; 150 см хЗ нм; заполнен¬ 
ная 10% карбоваксом 20М на хромосорбе V/ НР; 100-200 неш Температура колонки: 130°С 
Температура устройства для введения образца: 200 Л С Температура головки детектора: 250°С 
Газ-носитель: гелий; 40 см/сек • Вводимый объем: 1 мкл 

Затруднения: Избегайте утечки сока, поскольку в нем часто содержится большинство бронида. 
Советы и преимущества: Должно обеспечиваться вычитание результата холостой разгонки. 
Для каждой матрицы образца следует определять степень извлечения. 

Литература для справок: 30 


3.2.6.3. Триазиновые гербициды 

Вещества: Дезэтилатразин, метоксурон, гексазинон, симазин, цианазин, метабензтиазурон, х- 
портолурон, атразин, монолинурон, диурон, изопротурон, метобромурон, метазахлор, себутила- 
зин, тербутилазин, линурон, метахлор 

Подготовка образца: В зависимости от матрицы образца, подготовка к анализу может потребо¬ 
вать дополнительного этапа фильтрации рН образца, должен быть доведен (примерно) до 6-7 (ук¬ 
сусной кислотой). Твердофазное экстрагирование производится на патроне с фазой РК-18 (1 г ма¬ 
териала в этом патроне достаточно для удерживания всех интересующих веществ из собранного 
образца воды объемом 500 мл). Патрон, промытый 5 мл метанола, кондиционируется 5-10 мл два¬ 
жды перегнанной воды. После пропускания раствора образца, патрон промывается дважды пере¬ 
гнанной водой и просушивается. Элюирование обеспечивается ацетонитрилом. После выпарива¬ 
ния, образец разводится смесью воды с ацетонитрилом (8:2). 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца, детектором с 
диодной матрицей. 

Соответствующие методу паранетры: 

Колонка: Нурегеіі СЮ8; 100 х 2,1 мм; размер частиц 5 микрон 

Подвижная фаза: растворитель А - вода растворитель В - ацетонитрил 

Градиент: 0 мин 20%В 10 мин 30%В 26 мин 42%В 34 мин 60%В 

39 мин 100%В Скорость протока: 0,21мл/мин 

Вводимый объем: 10 - 100 мкл 

Используемые для обнаружения длины волн: А: 230 нм (для триазинов) В: 245 нм (для фенил- 
карбаматных пестицидов) С: 214 нм (для производных анилина) 

Затруднения: При концентрировании образца концентрируются не только интересующие ве¬ 
щества, но и все те, которые характеризуются тем же самым сродством к материалу в патроне для 
твердофазного экстрагирования. Эти дополнительные вещества могут мешать разделению пести¬ 
цидов. 

Советы и преимущества: При пользовании колонками с малым внутренним диаметром, значи¬ 
тельно сокращается расход подвижной фазы. Благодаря этому факту можно заставлять жидкост¬ 
ной хроматограф работать без надзора оператора в течение нескольких дней (емкости стандарт¬ 
ных бутылей с растворителями окажется для этого достаточно). Правильность опознания под¬ 
тверждается результатами библиотечного поиска (автоматически выполняемого для каждой раз- 
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гонки в запрограммированной последовательности анализов) 



Вещества: Алдикарба сульфоксид, алдикарба сульфон, оксамил, метомил, 3-оксикарбофуран, 
алдикарб, карбофуран, байгой, карба-рил, метиокарб 

Подготовка образца: Для растений используется следующая процедура: любую грязь и посто¬ 
ронние частицы, не имеющие отношения к растению, приходится удалять вручную. Промывка во¬ 
дой запрещена! После взвешивания материала, который использовался бы в пищевых целях, обра¬ 
зец гомогенизируется. Экстрагирование производится водой. Анализ выполняется сразу же после 
подготовки образца. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца, детектором с 
диодной матрицей, системой для получения производных уже после разделения на колонке, флуо- 
риметрическим детектором. 

Соответствукщие методу параметры: 

Колонка: с обращенной фазой КР-18; 250 х4,б им 

Подвижная фаза: растворитель А - вода растворитель В - метанол 

Градиент: О нин - 25%В 25 мин -75%В 

Скорость протока: 1 мл/мин 

Насос, подающий реактивы для получения производных; скорости протока (для каждого канала): 
0,5 мл/мин Используемые для обнаружения длины волн (для флуориметри-ческого детектора ): 
Возбуждающая длина волны 229 нм; ширина щели 25 нм Возбужденная длина волны 425 нм; 
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ширина щели 50 нм Отсекающий свет фильтр: 335 нм Время отклика детектора: 4 сек Ко¬ 
эффициент усиления фотоумножителя: 12 

Затруднения: При анализе образцов пищевых продуктов требуется экстрагирование водой. Ес¬ 
ли воду характеризует кислый рН, могут отмечаться большие потери карбамидных пестицидов 
(из-за образования С §2 ). Возможность такого разрушения заставляет производить анализ сразу же 



10 15 20 ?5 


после подготовки образца. Время (минуты) 

Советы и преимущества: Согласно методу 531.1, утвержденному ЕРА (Агентством охраны 
окружающей среды), рассмотренный выше подход используется для анализа содержания карба¬ 
матных пестицидов в подпочвенных водах. Образец воды непосредственно вводится в хромато¬ 
граф. Фильтрация может привести к затруднениям, связанным с адсорбцией веществ на материале 
фильтра. 

Обычно, анализ карбаматных пестицидов производят более часто соответственно методу, пред¬ 
ложенному Кеппелон. Такой подход быстр и требует очень малой оснащенности оборудованием. 
Причиной перехода к использованию метода высокоэффективной жидкостной хроматографии 
являлось обеспечение более высоких воспроизводимости и надежности. 

Литература для справок: 116, 117, 118, 119,31, 121 

3.2.6.5. Глифосат 

Содержание этого вещества приходится контролировать в питьевой воде согласно методу 547, 
утвержденному ЕРА (Агентством охраны окружающей среды). В США, количество гифосата в 
питьевой воде не должно быть более 6 мкг/л; в странах общего рынка - не более 0,1 мкг/л. 

Вещества: Глифосат, анинометилфосфоновая кислота 

Подготовка образца: Получение производных до колонки обеспечивается благодаря реакции с 
ЕМОС (1 мг/мл в ацетонитриле) в боратном буфере (0,4 и.; рН 10,4) при тщательном перемешива¬ 
нии. Описанный здесь метод основан на получении производных уже после разделения на колон¬ 
ке. Используется дополнительный (подающий реактивы) насос. Скорость протока окисляющего 
реактива (ОСЕ): 0,3 мл/мин; скорость протока реактива, используемого для получения производ¬ 
ных (диальдегид ортофталевой кислоты): 0,3 мл/мин 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца, системой для 
получения производных уже после разделения на колонке, флуориметрическим детектором. 

Соответствующие нетоду параметры: Колонка: 150 х 4 мм; катионообненная, форма К + от 
фирмы Ріскегігщ; размер частиц 5 микрон 
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растворитель В - 5 мМ 


Подвижная фаза: растворитель А - 5 мМКНрРОд (рН=2,0) 

КОН 

Градиент: до 15-й мин - 0%В на 17-й мин - 100%В 

Скорость протока: 0,4 мл/мин 
Вводимый объем: 500 мкл (стандартный) 

Используемые для обнаружения длины волн (для флуориметри-ческого детектора): Возбуж¬ 

дающая длина волны 230 нм Возбужденная длина волны 465 нм Отсекающий свет фильтр: 
370 нм 

Затруднения: Получение производных до разделения на колонке может быть связано с допол¬ 
нительными затруднениями, обусловленными присутствием мешающих аминокислот в матрице 
образца. Для получения производных глифосфата уже после разделения на колонке (окисление и 
последующая реакция с диальдегидом ортофталевой кислоты) требуется дополнительное обору¬ 
дование. Преимуществом такого подхода является более высокая селективность. 

Этот способ лучше подходит для образцов, имеющих сложную матрицу. 



Советы и преимущества: Существует и другой способ получения производных до разделения 
на колонке, описанный в научных публикациях. Чувствительность при таком подходе несколько 
выше, а оборудование проще. Нужен лишь автоматический пробоотборник НР 1050 (79855А). По¬ 
лучение производных до разделения на колонке обеспечивается пробоотборником автоматически. 
Однако, при получении производных после разделения на колонке удается добиться более высо¬ 
кой селективности. Этот выигрыш очень важен для анализа пищевых продуктов, в матрице кото¬ 
рых могут иметься аминокислоты (тоже вступающие в реакцию до разделения на колонке и ме¬ 
шающие обнаружению глифосата). Предел обнаружения: 1 нилли-ардная доля; погрешность вос¬ 
производимости времени удерживания за 10 разгонок: 0,8%. 

Литература для справок: 120, 121 


3.2.6.6. Дикват, паракват 

Вещества: Паракват, дикват 

Подготовка образца: Обычно, содержание этих веществ контролируется в подпочвенных водах 
и питьевой воде. 250 мл образца подвергают твёрдофазному экстрагированию на патроне с фазой 
С-18. Экстрагирование обеспечивается подвижной фазой, используемой для разделения в жидко¬ 
стной хроматографе. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2. растворителей), устройством для введения образца, спектрофо- 
томстрическим детектором (с изменяемой длиной волны) или детектором с диодной матрицей. 
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Время (минуты) 

Соответствующие нетоду параметры: 

Колонка: Нурегеіі СЮ8; 100 х 2,1 нм; размер частиц 5 микрон (номер по каталогу фирмы "Хью¬ 
летт-Паккард": 799160Б-552) 

Подвижная фаза: 0,1% раствор гексансульфокислоты (по объему), 0,35% триэтиламна; доводка рН 
до 2,5 (фосфорной кислотой) 

Скорость протока: 0,4 мл/мин 
Температура: комнатная 
Вводимый объем: 10 мкл 

Используемые для обнаружения длины волн: А: 256 нм (ширина полосы 10 нм); контрольная 
длина волны 450 нм (ширина полосы 100 нм) В: 310 нм (ширина полосы 10 нм); контрольная 
длина волны 450 нм (ширина полосы 100 нм). 

Затруднения: Для идентификации должен быть использован (по меньшей мере) еще один ко¬ 
личественный метод. Регистрация детектором с диодной матрицей дает возможность снимать 
спектрограммы автоматически. Помимо опознания по времени удерживания, предоставляется 
возможность спектрального подтверждения. 

Советы и преимущества: За счет различия спектрограмм интересующих двух веществ, обна¬ 
ружение должно производиться на двух разных длинах волн (чтобы обеспечивалась максимальная 
чувствительность). Употребление колонок с малым внутренним диаметром значительно сокраща¬ 
ет расход растворителя. Для оценки стабильности метода, проводились долговременные проверки. 
При введении 100 нг образца, отмечалась погрешность площадей пиков (по относительному стан¬ 
дартному отклонению) менее 1%. Подобные подсчеты могут быть произведены в автоматическом 
режиме для каждой обрабатываемой серии образцов (системой обработки данных НРЬС СЬето- 
Зіаііоп, Серия Б08). 

Литература для справок; 122 


3.2.6.7. Меркаптобензтиазол 
Вещество: Меркаптобензтиазол 

Подготовка образца: Подготовка образца сводится к концентрированию из водного раствора 
(методом жидкожидкостного экстрагирования хлористым метиленом). Экстракт должен быть 
промыт водой (по меньшей мере) дважды. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный изократическим насо¬ 
сом, устройством для введения образца, детектором с диодной матрицей. 

Соответствующие методу паранетры: 

Колонка: Нурегзіі СЮ8; 100 х 2,1 мм; размер частиц 5 микрон 

Подвижная фаза: растворитель А - вода растворитель В - ацетонитрил А:В= 63:35 

Скорость протока: 0,21 мл/мин Температура: 40°С 
Вводимый объем: 20 мкл 
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Используемая для обнаружения длина волны: 317 нм (ширина полосы 40 нм); контрольная длина 
волны 550 нм (ширина полосы 100 нм) 

Затруднения: Метод анализа меркаптобензтиазола был опубликован ЕРА (Агентством охраны 
окружающей среды). В публикации указывается, что анализ должен выполняться с помощью вы¬ 
сокоэффективной жидкостной хроматографии и (по меньшей мере) одного дополнительного ко¬ 
личественного метода. 

Советы и преимущества: Дополнительным методом (дополняющим опознание по времени 
удерживания) является регистрация спектрограмм с помощью детектора с диодной матрицей. 
Этот детектор способен обнаруживать и идентифицировать количества вещества с 15 нг (и даже 
более малые). 

Литература для справок: 123,124 


З.2.6.8. Пестициды 

Вещества: а-гексахлорциклогексан, гексахлорбензол, (З-гекса-хлорциклогексан, у- 

гексахлорциклогексан, хинтозен, 5-гексахлор-циклогексан, гептахлор, алдрин.октахлорстирол, 
гептахлорзло-ксид, о,п-ДДЕ, сг-эндосульфан, диэльдрин, р,р-ДДЕ, эндрин, нит-рофен, а- 
эндосульфан, ДДД, р,р-ДДТ, метоксихлор, мирекс 

Подготовка образца: 50 г овощной массы заливаются 100 мл ацетона; производится экстраги¬ 
рование двумя аликвотами по 10 мл дихлорметана. Очистка обеспечивается на стеклянной колон¬ 
ке, заполненной 0,5 г силикагеля и 1 г угольного порошка; элюирование производится 15 мл смеси 
дихлорметан: толуол: ацетон. После выпаривания досуха, образец разводится гексаном и разделя¬ 
ется в газовом хроматографе. 

Прибор: Газовый хроматограф, оснащенный насс-селективным детектором 
Соответствующие методу параметры: Колонка: кварцевая капиллярная, НР5-М8; 30 м х 0,25 нм; 
толщина пленки фазы 0,25 микрона Температура термостата: 80°С в течение 2 мин. 

со скоростью 30°С/мин до 180°С со скоростью 5°С/мин до 260°С 

со скоростью 30°С/мин до 300°С Температура устройства сопряжения с масс-селективным де¬ 
тектором: 280°С Температура устройства для введения образца: 250°С Газ-носитель: гелий; 
25 фунтов на кв. дюйм (1,75 мин), после чего 13 фунтов на кв. дюйм при температуре 240 С (ре¬ 
жим обеспечения постоянной скорости протока) Введение без деления образца; время переклю¬ 
чения клапана, управляющего продувкой прокладки: 2 мин.; вставка с двойной конической частью 

Параметры, соответствующие масс-селективнону детектору: Масс-селективный детектор 
НР 5972А; автоматическая настройка на максимальную чувствительность Напряжение на элек¬ 
тронном умножителе: 2388 В Режим сканирования: от 50 до 420 атомн. ед. массы (примерно,. 
1,5 сканирования за секунду) Режим регистрации индивидуальных ионов: 3 - б ионов; про¬ 
должительность периода простоя: 65 - 140 м/сек 

Советы и преимущества: Реконструированная хроматограмма для 438 фтг мирекса показала, 
что возможна идентификация веществ даже при таком низком уровне концентраций. Получают 
исключительно качественные спектрограммы даже для столь сложных химических соединений, 
как алдрин. При пользовании таким аналитическим оборудованием можно идентифицировать и 
количественно определять содержание фосфороорганических пестицидов (для чего прибору при¬ 
дется задать слегка отличающиеся параметры). Даже при очень сложной матрице образца (такой, 
как типичная для апельсинового сока), можно распознавать 10-пкг количества фос- 
форорганических пестицидов. 

Литература для справок: 154 


3 .2.7. Полиароматические угдеводороды 

Полиароматические углеводороды (как загрязнители) встречаются повсюду; пищевые продукты 
не могут быть исключением. Кроме того, они могут появиться при конкретных видах технологи¬ 
ческой обработки (такой, как обжаривание). Очень хорошим примером является обработка солода, 
выполняемая при высокой температуре: в этих условиях, реакция белков с углеводами может при¬ 
вести к получению полиароматичсских углеводородов. Солод часто продается в качестве компо¬ 
нента лечебного питания и состав его приходится контролировать, чтобы покупатели не приобре- 
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тали загрязненный продукт. Предельное содержание таких углеводородов в мясе в 10 раз ниже, 
чем в солоде. 

1. Метод высокоэффективной жидкостной хроматографии: 

а) на колонке КР (Ю58І1-Х с внутренним .диаметром 2,6 нм; изократическое элюирование в те¬ 
чение 5 минут смесью воды с аце-тонитрилом (6:4), после чего градиентное элюирование за 25 ми¬ 
нут до 100% ацетонитрила при скорости протока 0,5 мл/мин; полное разделение обеспечивается 
(примерно) за 40 минут; предел обнаружения: 2,8 мкг/л или 

б) на колонке Зиреісозіі ІХ’-РАН (длина 150 мм; внутренний диаметр 4,6 мм); градиентное 
элюирование от смеси воды с аце-тонитрилом (40:60) до 100% ацетонитрила за 20 минут; этот ва¬ 
риант анализа менее продолжителен (около 25 минут); за счет применения флуориметрического 
детектора удается повысить чувствительность в 1000 раз. Образцы должны храниться (до эк¬ 
страгирования) не более 7 дней, поскольку известно, что полиароматические углеводороды спо¬ 
собны разрушаться под воздействием света. Необходима предварительная промывка колонки с 
фазой, изготовленной на основе силикагеля, пентаном. 

2. Метод газовой хронатографии: экстракт должен быть сконцентрирован до 10 мл (для обес¬ 
печения максимальной чувствительности). Разделение производится на колонке СйготозогЬ, \Ѵ- 
А\У-БСМ8 (100 меш) с 3% покрытием фазой ОѴ-17 (таким материалом набита стеклянная колон¬ 
ка с длиной 1,8 м и внутренним диаметром 2 мм). Газ-носитель: азот; скорость протока 40 мл/мин; 
температура термостата: 100°С в течение 4 минут, затем изменение со скоростью 8°С/мин до 
280°С. Времена удерживания: до 45 минуу. Рекомендуется идентификация с помощью масс- 
спектрометра. 

Эти методы описаны более подробно в приводимом далее тексте. На стр. 60 дается непосредст¬ 
венное сравнение результатов, получаемых при пользовании колонками с малым внутренним диа¬ 
метром и колонками со стандартным диаметром. Работа с колонками, имеющими малый внутрен¬ 
ний диаметр, сокращает расход растворителя на 2/3 (по сравнению с расходом, типичным для со¬ 
поставляемых колонок). В то же время, может отмечаться и 3-кратное повышение чувствительно¬ 
сти. Однако, для этого должен быть очень малым мертвый объем (на участке от колонки к детек¬ 
тору). 


3.2.7.1. Полиароматичвсквв углеводороды 

Вещества: Аценафтен, флурантен, нафталин, бенз(а)пирен, бенз (а) антрацен, 

бенз(Ь)флуорантен, бенз(к) флурантен, хризен, аценафтилен, антрацен, бенз (§,й,і) перилен, флуо- 
рен, фенантрен, дибенз(а,Ь)антрацен, индено(1,2,3-сс1)пирен, пирен 

Подготовка образца: После тройного экстрагирования хлористым метиленом, образец концен¬ 
трируется в концентраторе Кудерна-Даниш (или в другом устройстве), после чего обезвоживается 
над сульфатом натрия. В случае большинства матриц образца, необходима дополнительная очист¬ 
ка. После замены растворителя цикло-гексаном, аликвотное количество 2 мл может быть очищено 
элюиро-ванием пентаном с 10 г силикагеля, активированного хлористым метиленом. Полученный 
с помощью пентана элюент затем снова концентрируется (до объема менее 10 ил). Разделение и 
идентификация могут производиться как методом высокоэффективной жидкостной хроматогра¬ 
фии, так и методом газовой хроматографии. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца, термостатом 
для колонки, детектором с диодной матрицей, флуориметрическим детектором. 

Соответствующие методу параметры (при работе с хроматографом НР 1050): 

Колонка: Ѵуёас КР-18; 250 х 4,6 мм; 5 микрон 

Подвижная фаза: растворитель А - вода растворитель В - ацетонитрил 

Градиент: 2,5 мин - 60%В 12 мин - 90%В 20 мин - 100%В • 

22,5 мин - 100%В ’ 25 нин бО л В 

Скорость протока: 1,5 мл/мин Температура; 28°С 

Используемая для обнаружения длина волны (детектора с диодной матрицей): 270 нм (ширина по¬ 
лосы 40 нм) Настройка флуориметрического детектора обеспечивается на длины волн, опти¬ 
мальные для каждого вещества (см. таблицу, приведенную в публикации 126). 

Соответствуящяе методу параметры (при работе с хроматографом НР 1090): 
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Колонка: Ѵусіас КР-18; 250 х 2,1 мм; 5 микрон 

Подвижная фаза: растворитель А - вода ’ растворитель В - ацетонитрил 

Градиент; 2,5 мин - 60%В 12 мин - 90%В 20 мин - 100%В 

22,5 мин - 100%В , 25 мин 60%В Скорость протока: 0,42 мл/мин 

Температура: 28°С Используемая для обнаружения длина волны (детектора с диодной матри¬ 
цей): 270 нм (ширина полосы 40 нм) Настройка флуориметрического детектора обеспечивается 
на длины волн, оптимальные для каждого вещества (см. таблицу, приведенную в публикации 
126). 

Советы и преимущества: Анализ может производиться при пользовании любым из указанных 
вариантов оборудования. Хроматограф НР 1090, более приспособленный для работы с колонками, 
имеющими малый внутренний диаметр (с малым мертвым объемом и с более эффективным насо¬ 
сом), дает возможность снизить расход растворителя более, чем на 60%, и повысить чувствитель¬ 
ность при том же самом вводимом объеме образца (по сравнению с системой, использующей 
стандартные колонки и позволяющей получить более высокую разрешающую способность). 

Если правильно подобраны режимы обнаружения флуориметрическим детектором, количест¬ 
венный анализ содержания полиароматических углеводородов обеспечивается воспроизводимо 
при концентрациях на уровне единиц пикограммов. По сравнению с сигналом, регистрируемым 
спектрофотометрическим детектором, при пользовании флуориметрическим детектором отноше¬ 
ние сигнала к шуму (для анализируемого вещества) в 100 раз выше (из-за чего обнаружение в 100 
раз чувствительнее). 

Подготовка образца может производиться методом сверхкритического экстрагирования. Для 
получения более подробной информации о таком подходе, см. публикацию 126. 

Литература для справок: 126, 127 

Рекомендации по успешному выполнению анализа содержания полиароматических углеводородов 

- Когда образцы загрязнены только следовыми количествами углеводородов, наибольшую чув¬ 
ствительность даст обнаружение по способности к флуоресценции (с запрограммированным пере¬ 
ключением длин волн согласно настройке на ожидаемые вещества). Необходимо тщательное обез- 
гаживание подвижной фазы (чтобы отклик флуориметрического детектора оказывался наиболь¬ 
шим). 

- Регистрация детектором с диодной матрицей позволяет проверить достоверность опознания (с 
помощью спектральных 'данных) и чистоту пиков (если чувствительность этого детектора оказы¬ 
вается достаточной). 

- Рекомендуется подключать детектор с диодной матрицей и флуориметрический детектор по¬ 
следовательно (в частности, для анализа содержания аценафтиленав ходе одной разгонки), чтобы 
удовлетворялись требования, сформулированные Агентством охраны окружающей среды (ЕРА) 
для анализа полиароматических углеводородов. 

РАЗДЕЛЕНИЕ ПОЛИАРОМАТИЧЕСКИХ УГЛЕВОДОРОДОВ 
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3.2.7.2. Полиароматические углеводороды 

Целью описанного ниже альтернативного исследования был показ возможности чувствительно¬ 
го обнаружения полициклических ароматических углеводородов на уровне единиц пикограммов 
(размах на всю шкалу) и повышение чувствительности за счет регистрации выбранных ионов. 
Масс-спектрограммы, полученные при пользовании подобранным оборудованием, иллюстрируют 
малую фрагментацию интересующих углеводородов. Эта особенность облегчает обнаружение 
этого класса веществ в режиме регистрации полной спектрограммы, (в режиме сканирования) на 
уровне единиц пикограммов. Сложнее было бы определять содержание сильно фрагментируемых 
веществ (таких, как триазины) или многие галоидзамещенные пестициды (эндосульфан, эндрин). 

Вещества: Нафталин, аценафтилен, аценафтен, флуорен, фенантрен, антрацен, флуорантен, пи¬ 
рен, бенз(а)пирен, хризен, бенз-(Ь)флуорантен + бенз (К) флуорантен, бенз (а) антрацен, индено- 
пирен, дибенэ( а, И) антрацен, бенз (§,Ь,і) перилен 

Подготовка образца: После тройного экстрагирования хлористым метиленом, образец концен¬ 
трируется в концентраторе Кудерна-Даниш (или в другом устройстве), после чего обезвоживается 
над сульфатом натрия. В случае большинства матриц образца, необходима дополнительная очист¬ 
ка. После замены растворителя циклогексаном, аликвотное количество 2 мл может быть очищено 
элюированием пентанола с 10 г силикагеля, активированного хлористым метиленом. Полученный 
с помощью пентана элюент затем снова концентрируется (до объема менее 10 мл). Разделение и 
идентификация могут производиться как методом высокоэффективной жидкостной хроматогра¬ 
фии, так и методом газовой хроматографии. 

Прибор: Газовый хроматограф, масс-спектрометр 


1. Нафталин 

2. Аценафтилен 

3. Аценафтен 

4. Флуорен 

5. Фенантрен 

6. Антрацен 

7. Флуорантен 

8. Пирен 

9. Бенз (а) антрацен 

10. хризен 

11. Бенэ(Ь) флуорантен + 6еНЗ(к) флурантен 
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12. Бенз (а) пирен 

13. Иденопирен 

14. Дибен з ( а, 1і ) антрацен 

15. Бенз(д,Ь,1)перилен 

Соответствувщие нетоду параметры: Для газового хроматографа: Колонка НР5-М8; 30 м 
х 0,25 мм; толщина пленки фазы 0,25 микрона 

Температура термостата: 60°С в течение 1 минуты со скоростью 15°С/мин до 

300°С Температура устройства для введения образца (дающего возможность введения в капил¬ 
лярную колонку с делением или без деления потока): 270° С. Температура устройства сопряже¬ 
ния с масс-спектрометром: 280°С Газ-носитель; гелий; 32,6' см/сек; 0,8 нл/мин; давление 6 

фунтов на кв. дюйм при бО л С Введение образца без деления потока; время переключения кла¬ 
пана, управляющего продувкой прокладки: 1,5 мин Вводимый объем: 1 мкл 

Для масс-спектрометра: Сканирование в диапазоне от 70 до 280атомн. ед. массы; порог 100; 
число выборок данных: 2’ Режим регистрации индивидуальных ионов: 8 групп по 1 или по 2 ио¬ 
на (молекулярные ионы); время простоя от 70 до 150 м/сек на ион. Напряжение на электронном 
умножителе: 2400 В 

Советы и преимущества: Для сравнения регистрируемых спектрограмм, можно пользоваться 
собранной Национальным институтом стандартов (N18 Т) библиотекой масс-спектральных данных 
(около 75 000 масс-спектрограмм). Получаемые спектрограммы показывают, что полиароматиче- 
ские углеводороды фрагментируются мало. Эта особенность облегчает обнаружение такого класса 
веществ в режиме регистрации полной спектрограммы (в режиме сканирования) на уровне единиц 
пикограммов. Сложнее было бы определять содержание сильно фрагментируемых веществ (таких, 
как триазины). Масс-спектрометр не способен различить различные изомеры полиароматических 
углеводородов. Из-за этого приходится пользоваться информацией о времени удерживания, что¬ 
бы точно опознать изомер. 

Литература для справок: 153 


3.2.8. Нитрозамины 

Рассмотренный здесь метод дает возможность специфичного обнаружения этих канцерогенных 
веществ в присутствии других азотсодержащих химических соединений. 

Вещества: Нитрозамины 

Подготовка образца: Нитрозамины - летучие вещества, которые могут обнаруживаться непо¬ 
средственно системой «парофазный автоматический пробоотборник - газовый хроматограф» 

Прибор: Газовый хроматограф, оснащенный автоматическим па-рофазным пробоотборником. 

Соответствующие методу параметры: Колонка: НР-5; 15 м х 0,25 мм; с тонкой пленкой фазы 
Температура входного канала хроматографа: 210°С Температура колонки: 80°С в течение 1 мину¬ 
ты со скоростью 30°С/мин до 210°С Температура реактора: 740°С Газ-носитель: гелий; 12 фунтов 
на кв. дюйм Газ-реактант: водород; 35 нл/мин Поддувочный газ: гелий; 50 мл/мин Электролит: 
смесь н-пропанола с водой (50/50); скорость протока 0,7 нл/мин. Степень ослабления: 1*20 

Советы и преимущества: Нитрозамины могут быть обнаружены в жареном на рашпере мясе. В 
частности, условия для реакции .жира с белками создаются тогда, когда мясо и жир вступают в 
непосредственный контакт с пламенем. 

Литература для справок: 41, 42, 43,44, 45, 46 

3.3. Остатки бактерицидных и лекарственных средств 

Остаточные количества таких веществ в пищевых продуктах продолжают сильно беспокоить 
потребителей и правительство многих стран. Кроме того, забота об отсутствии остатков лекарст¬ 
венных средств в продуктах животного происхождения (мясо, яйца, молоко) оказывается сегодня 
важнейшей задачей для всех производителей пищевых продуктов. Антибиотики, средства химио¬ 
терапии применяются, главным образом, в птицеводстве (для лечения, про-филактики и стимуля¬ 
ции роста). В ряде стран приняты различные законодательные требования, запрещающие 
поставки населению животной продукции, загрязненной остаточным содержанием лекарственных 
средств (иногда наличие остатков считается совсем недопустимым). Поэтому при анализе интере- 
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сует, главным образом, чувствительность. Однако, совсем не сложно достигнуть необходимого 
предела обнаружения. Как правило, пользуются не одним лекарственным средством, из-за чего 
обнаруживаются "коктейли" (смеси различных лекарственных средств на очень малых уровнях 
концентраций.). Широкий спектр интересующих веществ заставляет подвергать тот же самый об¬ 
разец различным анализам (чтобы обеспечивалась возможность прослеживания всего исследуемо¬ 
го состава). Главной целью является разработка методов, дающих возможность обнаруживать ве¬ 
щества, относящиеся к многим классам. Возникает потребность и в автоматизированных методах 
анализа, дающих возможность специалистам, следящим за качеством пищевых продуктов, реаги¬ 
ровать быстро. В идеальном случае, способ анализа должен способствовать обнаружению и мета¬ 
болитов. Известно, что метаболиты лекарств часто могут обладать канцерогенными или мутаген¬ 
ными свойствами, следовательно, необходимы очень чувствительные и селективные методы (эти 
требования не обеспечиваются, такими традиционными подходами, как тонкослойная хромато¬ 
графия или простой спектральный анализ). Лишь современное оборудование, обеспечивающее 
подготовку образцов, идентификацию, качественную и количественную оценку за один цикл ана¬ 
лиза, дает возможность решить поставленные задачи. 

Анализ методом высокоэффективной жидкостной хроматографии - наиболее мощный подход к 
исследованию всех соответствующих классов веществ (дающий возможность автоматизировать и 
подготовку образца). Для идентификации часто требуется подтверждение иным видом детектора. 
С этой точки зрения, масс-спектрометрия дает специфичный способ регистрации, позволяющий 
уникально и надежно производить опознание и количественное определение. В состав одной ком¬ 
плексной системы могут входить детектор с диодной матрицей и масс-спектрометр. Таким обра¬ 
зом, возможны идентификация и количественный анализ за одну разгонку при пользовании двумя 
независимыми принципами обнаружения. 


(см, продолжение на следующей странице) 


Предельное содержание остаточных количеств лекарственных средств в тканях животных, яйцах 
и молоке, установленное для стран Общего рынка на март 1993 г. 

Лекарственное 

Предельное 

Объект 

средство 

содержание 


Сульфаниламид.. . 

100 мкг/кг 

Мышцы, печень, почки, жир 

Бензилпенициллин 

50 мкг/кг 

Мышцы, печень, почки, жир 

Аипициллин, амоксициллин 

4 мкг/кг 

Молоко 

Оксациллин, клоксациллин, 

300 нкг/кг 

Мышцы, печень, почки, жир 

диклоксациллин 

30 мкг/кг 

Молоко 

Ивермецитин 

15 нкг/кг 

Печень (говядина, баранина) 


20 мкг/кг 

Жир (свинина, конина) 

Предварительные ограничения 

Сульфаниламид 

100 мкг/кг 

Молоко (коровье, овечье, ко- 

зье) 



Триметоприм 50 мкг/кг Мышцы, печень, почки, жир, молоко 


Нитрофуран 5 мкг/кг Мышцы, печень, почки, жир 


Диметридазол 10 мкг/кг Мышцы, 

печень, почки, жир 


Ронидазол 2 мкг/кг Мышцы, печень, почки, жир 


Дайсон 25 мкг/кг Мышцы, печень 

, почки, жир 


Тетрациклин 

600 мкг/кг 

Почки 


300 мкг/кг 

Печень 


200 мкг/кг 

Яйца 


100 мкг/кг 

Мышцы, молоко 

спирамицин 

300 мкг/кг 

Печень (говядина, свинина) 


200 мкг/кг 

Почки (говядина, свинина) 


50 мкг/кг 

Мышца (говядина, свинина) 


150 мкг/кг 

Молоко (коровье) 

Хлорамфеникол 

10 мкг/кг 

Мышца, печень, почки, жир 

Фебантел, фенбенда- 

1000 нкг/кг 

Печень 

зол, оксфендазол 

10 мкг/кг 

Мышца, печень, почки, жир 
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Левамизол 

молоко 

10 мкг/кг 

Мышца, печень, почки, жир, 

Азаперон 

100 мкг/кг 

Почки 


10 мкг/кг 

Печень, мышца, жир каразолол 


30 мкг/кг 

Печень, почки 


5 мкг/кг 

Мышца, жир 


3.3.1 Малахитовый зеленый 

Это профилактическое и терапевтическое средство используется для обработки пресноводных 
рыб (таких, как форель). Содержание малахитового зеленого в рыбе и в рыбных продуктах не 
должно превышать 0,01 миллионной доли. Исходя из токсичности этого средства, для идентифи¬ 
кации и количественного анализа требуются более чувствительные методы, чем тонкослойная 
хроматография, Повышение чувствительности достигается с помощью метода высоко¬ 
эффективной жидкостной хроматографии; правильность опознания может быть подтверждена де¬ 
тектором с диодной матрицей. 

Вещество: Малахитовый зеленый, лейкобаза малахитового зеленого, бриллиантовый зеленый, 
кристаллический фиолетовый 

Подготовка образца: После гомогенизации, 10 г образца смешивают с 40 млацетонитрила, 
подкисленного перхлорной кислотой. Через 1 минуту, добавляют 10 мл дихлорметана и позволяют 
образцу экстрагироваться еще 30 секунд. Затем, проводят центрифугирование (5 мин; 4000 оборо¬ 
тов/мин). Раствор пропускают через фильтр, покрытый б г сульфата натрия. Остаток смывают с 
фильтра еще 10 мл ацетонитрила. Объединенный фильтрат выпаривают и растворяют сперва 2 мл 
гексана, затем 3 мл ацетонитрила. Центрифугируют этот 2-фазный экстракт в течение 10 мин со 
скоростью 4000 оборотов/мин. Ацетонитрильную фазу дважды обезжиривают 2 мл гексана и вы¬ 
паривают при 40°С досуха. Остаток растворяют 2 мл метанола; 1 мл этого экстракта окисляют. 
Окисление проводят РЪо§ (4 мг в 1,5 мл цитратного буфера); через 45 секунд, раствор (1 мл) про¬ 
сушивают потоком азота. Остаток растворяют 400 мкл растворителя А. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца, термостатом 
для колонки, детектором с диодной матрицей. 

Соответствующие методу параметры: 

Колонка: ІлСйгозогЬ КР-8; 3 х 150 мм; размер частиц 5 микрон; требуется предварительная колон¬ 
ка с фазой С-3-8 

Подвижная фаза: А: 1,92 г пентансульфокислоты в 70 мл фосфорной .кислоты; объем доводится 
ацетонитрилом до 1 л В: вода Градиент: 0 - 2 мин 60%В 2-6 мин от 60 до 0% 

В (линейное изменение) 6-14 мин . 0%В 

Скорость протока: 0,8 мл/мин 
Температура: 40°С 
Вводимый объем: 20 мкл 

Используемые для обнаружения длины волн; А: 590 нм В: 600 нм С: 266 нм (лейкобаза) 

Затруднения: Для получения количественного экстрагирования, этапы экстракции приходится 
отрабатывать (по меньшей мере) дважды. 

Советы и праямущеотва: Описанная подготовка образца является рутинным способом, ис¬ 
пользуемым для анализа всех упомянутых веществ. Лейкобаза малахитового зеленого обнаружи¬ 
вается (после окисления) как сам малахитовый зеленый. Малахитовый зеленый можно обнаружить 
на уровне концентраций 1,8мкг/г. Допустимое предельное содержание: 10 мкг/кг. При таких кон¬ 
центрациях легко обеспечиваются идентификация и количественное определение (благодаря ис¬ 
пользованию указанного оборудования). Для получения информации о том, как различить малахи¬ 
товый зеленый и его лейкобазу, см. публикацию 129. 

Литература для справок: 47, 48, 129 
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3.3.2. Нитрофураны, никарбазнны 

Применение нитрофуранов и никарбазинов в птицеводстве, основанном для получения яиц, за¬ 
прещено. Известно, что большинство нитрофуранов. обладают мутагенными и канцерогенными 
свойствами. Соответствующий метод анализа этих соединений должен давать рысокую чувстви¬ 
тельность; должен легко автоматизироваться (ради увеличения пропускной способности). Подоб¬ 
ные вещества используются для борьбы с кокцидиозом (для сведения к минимуму риска заболева¬ 
ния цыплят). Остатки таких профилактических (лекарственных) средств могут обнаруживаться в 
съедобном мясе животных или в получаемом от животного природных продуктах (таких, как яйца 
или молоко). Поэтому, важна возможность контроля содержания подобных веществ. 

Вещества: нитрофураны, никарбазнны 

Подготовка образца: После гомогенизации, образец смешивают с 40 мл ацетонитрила, подкис¬ 
ленного перхлорной кислотой. Через 1 минуту, добавляют 10 мл дихлорметана и позволяют об¬ 
разцу экстрагироваться еще 30 секунд. Затем, проводят центрифугирование (5 мин; 4000 оборо¬ 
тов/мин). Раствор пропускают через фильтр, покрытый б г. сульфата натрия. Остаток смывают с 
фильтра еще 10 мл ацетонитрила. Объединенный фильтрат выпаривают и растворяют сперва 2 мл 
гексана, затем 3 мл ацетонитрила. Центрифугируют этот 2-фазный экстракт в течение 10 мин со 
скоростью 4000 оборотов/мин. АЦетонитрильную фазу дважды обезжиривают 2 мл гексана и вы¬ 
паривают при 40°С досуха. Остаток растворяют 2 ил метанола. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим снешивание 2 растворителей ), устройством для введения образца, термостатом 
для колонки, детектором с диодной матрицей. 

Соответствующие методу параметры: 

Колонка; Нурегзіі-ОБЗ; 100 х 2,1 мм, размер частиц 5 микрон (каталожный номер НР79916СЮ- 
552) 

Подвижная фаза: растворитель А: 0,02 М водный раствор ацетата, натрия; рН 5 (доводка ук¬ 
сусной кислотой) растворитель В: ацетонитрил Градиент: на 5-й мин 15%В на 10- 

й мин 401В .: на 15-й мин 70%В на 17-й мин 90%В на 19-й мин 

0%В 

Скорость, протока: 0,5 мл/мин . 

Температура: 50° С 
Вводимый объем; 5 мкл 

Используемая для обнаружения длина волны; А: 360 нм (ширина полосы 20 нм) В: 274 нм 
(ширина полосы 20нм) 

Затруднения: Все операции, связанные с подготовкой образца, должны выполняться очень 
тщательно. Их следует повторять (по крайней мере) дважды. Загрязнение образца образцом при 
выполнении таких процедур может привести к затруднениям. Наиболее важный этап: обезжири¬ 
вание. 

Советы и преимущества: Вся процедура подготовки образца может быть заменена твердофаз¬ 
ным экстрагированием на патроне 8ер-Рак. Однако, в зависимости от матрицы, такое упрощение 
может привести к затруднениям анализа, выполняемого методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии. 

Литература для справок: 49, 50, 51, 52 

3.3.3. Сульфаниламидные препараты 

3.3.3.1. Сульфаниламидные препараты 

Сульфаниламидные препараты применяются в животноводстве. Слежение за остаточным со¬ 
держанием этих лекарственных средств производится органами надзора за качеством пищевых 
продуктов и государственными ветеринарными лабораториями. Поскольку соответствие установ¬ 
ленным требованиям приходится проверять при наличии "коктейля" веществ, необходимы очень 
чувствительные и селективные методы анализа, дающие возможность прослеживать хотя бы 1 
класс лекарственных средств (антибиотиков с подобным действием). 

Газовая хроматография обеспечивает разрешающую способность, требуемую для разделения 
родственных аналогов антибиотиков. Однако, большинство веществ, используемых в качестве ан¬ 
тибиотиков, не обладает летучестью, достаточной для прямого анализа методом газовой хромато- 
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графин. В тех ситуациях, когда высокая чувствительность электронозахватного детектора или 
термоионного детектора может быть выгодно использована, можно считать оправданными затра¬ 
ты времени на получение производных. 

Вообще говоря, необходимость отработки дополнительных операций по получению производ¬ 
ных недостаточно оправдана. Гораздо большее внимание привлекли методы, использующие жид¬ 
костную хроматографию. На сегодняшний день, считается целесообразным именного такой под¬ 
ход. 

Вещества: Сульфатиазол (8Т2), сульфадизаин (8Б2), сульфамеразин (8М2), сульфадимидин 
(8ББ), сульфаметоксипиридазин (5МРО),сульфамонометоксин (8ММХ), сульфисозол (812), 
сульфаме оксазол (8МХ), сульфадиметоксин (ЗМОХ),сульфхиноксалин (8(5) 

Подготовка образца: Помехи обуславливаются (главным образом) рядом компонентов матри¬ 
цы образца. В животных тканях содержится большое количество белков. Требуется довольно тща¬ 
тельная очистка для избавления от других мешающих веществ (таких, как жир и прочие другие 
липофильные вещества). Образцы экстрагируются этилацетатом; получаемый экстракт пропуска¬ 
ется через патрон для твердофазного экстрагирования, заполненный аминофа-зой. Липофильные 
вещества удаляются из патрона несколькими промывками гексаном. Сульфаниламидные вещества 
элюируются смесью ацетонитрила с 0,2 М раствором фосфорной кислоты (24:76). 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца, спектрофо¬ 
тометрическим детектором; масс-спектрометр. 

Соответствующие методу параметры: 

Колонка: с обращенной фазой; 150 х 4,0 мм; размер частиц 5 микрон 

Подвижная фаза: смесь ацетонитрил с водой (30:70) 

Скорость протока: 0,65 мл/мин Вводимый объем: 5 мкл . 

Используемая для обнаружения длина волны: 272 нм (ширина полосы 20 нм) 

Параметры, соответствующие настройке масс-спектрометра и сбору данных: Напряжение 
на линзе, установленной на входе: 110 В Напряжение яа высокомощном диноде: 9000 В На¬ 
пряжение на электронном умножителе: 2800 В Коэффициент усиления для атомных единиц 
массы: 146 Смещение атомных единиц массы: 155 Коэффициент усиления для масс = 69; 
смещение оси масс = 50 Дискрет = 0,1 атомн. ед. массы; режим: обычный сбор данных Пери¬ 
од интегрирования =100 мк\сек Число выборок данных = 2 (1)7 число усреднений =1; стан¬ 
дартный фильтр для масс. Временной фильтр =0,1 мин (под гауссовскую форму пиков) 

Затруднения: Рассмотренный способ очистки способствует удалению и белков, и липофильных 
веществ. Было показано, что весь метод чувствителен, защищен от помех , гарантирует исключи¬ 
тельно качественное извлечение исследуемых сульфаниламидных веществ. 

Советы и преимущества: В научных публикациях описан упрощенный метод анализа остаточ¬ 
ных количеств сульфаниламидных препаратов в молоке. Предложенный способ использует экст¬ 
рагирование ацетонитрилом. Ацетонитрил осаждает большое количество молочного белка; осадок 
впоследствии удаляется центрифугированием. 

Приставка Еіесігокргау (дающая возможность состыковать жидкостный хроматограф с масс- 
спектрометром) допускает применение градиентного элюирования, улучшающего хроматографи¬ 
ческое разделение. Масс-спектрометром обеспечивается и спектральная разрешающая способ¬ 
ность. Изократическое разделение обеспечивается быстрее и не требует никакого регенерирования 
колонки. 

Литература для справок: 49, 50, 51, 52, 53, 54, 128, 161 

З.З.З.2. Сульфаниламидные препараты 

Газовая хроматография обеспечивает разрешающую способность, требуемую для разделения 
родственных аналогов антибиотиков. Однако, большинство веществ, используемых в качестве ан¬ 
тибиотиков, не обладает летучестью, достаточной для прямого анализа методом газовой хромато¬ 
графии. В тех ситуациях, когда высокая чувствительность электронозахватного детектора или 
термоионного детектора может быть выгодно использована, можно считать оправданными затра¬ 
ты времени на получение производных. 
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Вещества: Сульфатиазол (8Т2), сульфадизаин (8Б2), сульфамеразин (8М2), сульфадимидин 
(8СЮ), сульфаметоксипиридазин (8МРБ), сульфамонометоксин (8КМХ), сульфисозол (812), 
сульфаметоксазол (8МХ), сульфадиметоксин (8МБХ), сульфхиноксалин (80) 
параметры, соответствующие работе прибора: Колонка: кварцевая капиллярная; 8Е54; длина 25 м 
Толщина пленки фазы: 0,5 Микрона Температура колонки: 160 С в течение 1 минуты затем, 
изменение со скоростью 20°С/мин до ЗОО С Температура устройства для введения образца: 250°С 
Способ введения образца: без деления потока. Вводимый объем: 2 мкл 

Прибор: газовый хроматограф, оснащенный масс-селективным детектором 
Советы и преимущества: Параметры, соответствующие работе масс-селективного детектора, 
приведены в публикации 161. 

Литература для справок: 53, 54, 128, 161 


3.3.4. Хлорамфеникол 

Вещества: Хлорамфеникол, сульфатиазол (8Т2), сульфадизаин (8Б2), сульфамеразин (8М2), 
сульфадимидин (8ББ), сульфаметоксипиридазин (8МРБ), сульфамонометоксин (8ММХ), сульфи¬ 
созол (812), сульфаметоксазол (8МХ), сульфадиметоксин (8МБХ), сульфхиноксалин (80), фура- 
золидон 

Подготовка образца: В случае менее сложных матриц образца, можно воспользоваться одним 
простым этапом экстрагирования (вместо трудоемкой очистки, которая была описана для подго¬ 
товки к анализу сульфаниламидных препаратов). Однако, для получения надежных результатов, 
настоятельно рекомендуется пользоваться подходом, указанным для подготовки к анализу суль¬ 
фаниламидных препаратов. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца, термостатом 
для колонки, детектором с диодной матрицей. 

Соответствующие методу параметры 

Колонка; НурегзіІ-СЮЗ; 100 х 2,1 мм; 5 микрон (каталожный номер НР79916СЮ-552) 

Подвижная фаза: 0,02 М раствор ЫаАс; рН доводится до 5 уксусной кислотой 
Скорость протока: 0,5 мл/мин 

Градиент: на 5-й мин 15%В . на 10-й мин 40%В на 12-й мин 

, 20%В 

на 17-й мин 0%В. 

Температура: 50°С Вводимый объем: 5 мкл 

Используемая для обнаружения длина волны: 274 нм (ширина полосы 20 нм) 

Затруднения: Помехи обуславливаются (главным образом) рядом компонентов матрицы образ¬ 
ца. В частности, присутствие жира и белков могут привести к серьезным осложнениям (мешаю¬ 
щим получить качественное разделение). 

Советы и преимущества: Имеется и сводка параметров, соответствующих обнаружению с по¬ 
мощью масс-спектрометра. Для ознакомления с этой информацией, см. публикацию 53. 

Литература для справок: 53,54,128 


3.3.5. Препараты пенициллинового ряда 

Органы, следящие за качеством пищевых продуктов, пользуются очень неселективным спосо¬ 
бом проверки содержания остаточных количеств антибиотиков в мясе: кусочек мяса помещается 
на пластинку, используемую для выращивания культур. Если рядом с кусочком мяса культураль¬ 
ные клетки не растут, это указывает на назначение животному антибиотиков (перед забоем). 

Вещества: Пенициллин, ампициллин (КЖ), карбенициллин (108), карбенициллин, (10К)- 
тикарциллин, (105)-тикарциллин, пенициллин О 

Подготовка образца; Пригодная для молока процедура основана на использовании ацетонит¬ 
рила для экстрагирования из образца. Ацетонитрил осаждает большую часть молочного белка; 
осажденный белок впоследствии удаляется центрифугированием. Кроме того, первоначальный 
ферментативный гидролиз образца молока может улучшить защиту от потенциально мешающих 
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веществ благодаря образованию пенициллоата из в-лактамной части молекулы соответствующего 
соединения пенициллинового ряда. Впоследствии, с помощью хлористой ртути (11), образуются 
конечные альдегиды; пенициллоалдегид экстрагируется хлористым метиленом. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца, термостатом 
для колонки, спектрофотометрический детектор (с изменяемой длиной волны) 

Соответствующие методу параметром: 

Колонка: Нурегеіі СЮ8-С18; разнер частиц 3 микрона; 100 х 4 мм • 

Подвижная фаза: растворитель А; ацетонитрил растворитель В: вода, доведенная до рН 2,1 
уксусной кислотой 

Градиент: исходно, Й5%В за 10 минут до 40%В 

Скорость протока; 0,5 нл/мин Температура: 25°С 
Вводимый объем: 10 мкл 

Используемая для обнаружения длина волны: 355 нм (ширина полосы 20 нм) 

Советы и преимущества: Разделение в жидкостном хроматографе при низком рН (2) дает уз¬ 
кий пик пенициллина О (безо всяких помех). Этот подход помогает обнаружению и других анало¬ 
гов пенициллина. Однако, из различия функциональных групп, приходится подбирать оптималь¬ 
ные условия хроматографического анализа каждого из аналогов. 

Литература для справок: 128 


3.3.6. Тетрациклины, циклоспорины 

Вещества: Окситетрациклин, тетрациклин, хлортетрациклин 

Подготовка образца: 10 г гомогенизированного образца смешивают с 93 г сукцинатного буфе¬ 
ра (публикация 130); гомогенизируют и центрифугируют в течение 15 минут при 5000 оборо¬ 
тов/мин. Раствор фильтруют и измеряют полученный объем. Фильтрат пропускают через колонку 
с Сефарозой. Колонку трижды промывают 10 мл воды, 30 мл метанола, после чего промывают 
снова дважды 10 мл воды. Элюирование производится 40 мл буфера. После этого, опять промы¬ 
вают 10 мл буфера. Скорость протока жидкости через колонку снижают (примерно) до 4 мл/мин. 
Проводят очистку на патроне 8ер-Рак для твердофазного экстрагирования (заполненной матери¬ 
алом с обращенной фазой). Элюируют 6 мл щавелевой кислоты в метаноле. Добавляют 1 мл мета¬ 
нола, в который добавлены этиленгликоль и 2-меркаптопропионовая кислота, метанол выпарива¬ 
ют при 37°С. Остаток доводят фосфорной кислотой до 0,5 ил. Получаемый раствор анализируете 
помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2 растворителей), .устройством для введения образца, термостатом 

для колонки, детектором с диодной 
матрицей 

Соответствующие методу парамет¬ 
ры Колонка: Нурегзіі ВБ8-С18;100 
х 4 мм; размер частиц 3 микрона 
Подвижная фаза: растворитель А: 
вода; рН 2,1 (доводка любой 
подходящей кислотой; например, 
фосфорной) растворитель 

В: ацетонитрил 

Градиент: О мин 15%В 8 

мин 60%В 

Скорость протока: 0,5 мл/мин 

Температура: 25°С 

Вводимый объем: зависит от 

концентрации и матрицы образца 
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Используемая для обнаружения длина волны: 355 нм (ширина полосы 20 нм) 
Затруднения: Очистку образца следует производить очень тщательно. 

Советы и преимущества: Преимуществом такого метода является широкий диапазон классов 
веществ, которые можно анализировать за одну разгонку. 

Литература для справок: 56 

4. Специальные методы, применимые к конкретным пищевым продуктам 

В этом разделе описываются вертикальные указания (см. пояснения на стр. II). Рассматривае¬ 
мые методы применимы для анализа специфичных пищевых продуктов (например, таких, как мо¬ 
локо или мясо). Некоторые подходы к контролю одних и тех же веществ будут описаны несколько 
раз (для разных продуктов). На все методы, рассмотренные в предыдущих разделах, даются ссыл¬ 
ки (адресующие к методу). В каждом подразделе даются описаниям приводятся пояснения, поче¬ 
му предлагаемый метод важен. 

4Л. Молоко и молочные продукты 

Молоко различается по - происхождению (коровье, овечье ...) 

- виду пастеризации (нагревом или другая обработка, дающая те же самые эффекты) 

- содержанию жира (цельное [около 3,5% жирности]; полужирное [жирность не менее 1,5% и не 

более 1,8%]; обезжиренное [менее 0,3% жира ]) : 

Все виды молока должны отвечать соответствующим законодательным требованиям и запросам 
потребителя. Для контроля качества молока необходимы различные анализы. Описанные здесь ва¬ 
рианты анализов могут быть реализованы (с использованием современного оборудования) быстро 
и надежно. 

Число веществ, контролируемых в молочных продуктах, дополнено теми, которые могут быть 
искусственно добавлены (из-за чего приходится проверять соответствие этикетке). Если на этикет¬ 
ке не сообщено о таких добавках, это считается обманом. 


4.1.1. Афлатоксины 

Следят за содержанием афлатоксина М1. Это вещество является метаболитом афлатоксина Віи 
наиболее часто обнаруживается зимой (когда животному дается корм из зерновых культур и куку¬ 
рузы, хранимых во влажных условиях). В Европе допустимы крайне низкие содержания в молоке 
для кормления грудных детей или в детском питании, содержащем молоко. Для такого анализа 
требуются высокая чувствительность и селективность. Диализ описан в подразделе 3.2.2 («Афла¬ 
токсины»). 

Содержание афлатоксинов в молоке 



4.1.2. Консерванты 

Никаких консервантов в молоке не должно быть. Пользование консервантами в молочных про¬ 
дуктах разрешено, но о наличии таких веществ должно иметься предупреждение на этикете. По- 
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скольку потребитель может предпочитать покупать продукты, в которых нет консервантов, при¬ 
ходится проверять соответствие этикетке (если на ней указывалось отсутствие консервантов, про¬ 
веряют наличие этих веществ. Метод анализа описан в подразделе 3.1.1. 


4.1.3. Красители 

Красители иногда используются для создания впечатления повышенной жирности. Метод ана¬ 
лиза красителей описан в подразделе 3.1.4. 


4.1.4. Противоокислители 

Противоокислители добавляются по тем же причинам, что и консерванты. Об их наличии долж¬ 
на предупреждать этикетка. В частности, при все возрастающей популярности "на 100% природ¬ 
ные" продукты, потребитель предполагает, что такие продукты обрабатываются без пользования 
синтетическими веществами. 


4.1.5 Анионы 

На содержание фосфатов, сульфатов, хлора, йода в некоторых молочных продуктах (например, 
в сливочном масле) наложены специфичные ограничения. Эти ионы могут быть быстро, легко и 
надежно определены с помощью стандартного высокоэффективного жидкостного хроматографа 
(для чего пользуются набором "для диализа анионов") или с помощью системы для капиллярного 
электрофореза, предлагаемой фирмой "Хьюлетт-Паккард". 


4.1.6. Ферментативная активность 

В сыром молоке приходится контролировать ферментативную активность. Молоко не должно 
нагреваться, благодаря чему может быть проверена полная ферментативная активность (проводит¬ 
ся реакция с ферментом, продуктом которой является вещество, обнаруживаемое с помощью 
спектрофотометра). 


4.1.7. Органические кислоты 

Молочные продукты могут распознаваться по оротовой кислоте (характерному компоненту мо¬ 
лока и молочных продуктов), содержание которой легко анализируется методом, описанным в 
подразделе 3.1.5 (этот метод пригоден для всех органических кислот). Проверка такого содержа¬ 
ния способна выявить подмену, В подразделе "Пищевые добавки" (подраздел 3.1) описаны не¬ 
сколько способов анализа органических кислот (с помощью капиллярного электрофореза или вы¬ 
сокоэффективной жидкостной хроматографии). 


4.1.8. Сахара 

4.1.8.1. Сахара и углеводы 

В последнее время были разработаны подходу к анализу углеводов с помощью высокоэффек¬ 
тивной жидкостной хроматографии, являющейся мощным разделительным методом. Иногда, в 
целях контроля качества продукции, может исследоваться содержание лактозы и Сахаров. 

Вещества: Глюкоза, фруктоза, сахароза, арабиноза, нальтоза, глицерин 

Подготовка образца: Требования к подготовке образца зависят от сложности матрицы. В 
большинстве случаев, достаточно лроэкстрагировать образец водой. Нерастворимые частицы 
можно удалить фильтрацией. В случае образцов с высоким содержанием жира, необходим этап 
очистки петролейным эфиром. Белки должны быть устранены методом осветления, описанным 
Саггс/. 
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Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный изократическим насо¬ 
сом, устройством для введения образца, термостатом для колонки, электрохимическим детектором 

Соответствующие нетоду параметры: Колонка; с катионообменной смолой, НРХ-87А 

(фирма Віо-Касі ЬаЪогайэгіез); размер частиц 10 микрон; 300 х 7,8 мм 
Подвижная фаза: 0,01 н. Н 28 О 4 Температура: 40°С Вводимый объем:. 10 мкл 
Обнаружение; электрохимический детектором Режим; импульсная амперметрия 
Электрод: золотой потенциал: 0,22В 

Затруднения: Необходимо проверять качество растворителей, используемых согласно методу, 
предложенному Саггс/ (поскольку плохое качество растворителей может приводить к снижению 
степени извлечения интересующих веществ и к помехам обнаружению). Образование рацематов и 
изомеров приводит к регистрации более широких пиков. 

Советы и преимущества: В случае нестабильных Сахаров, пользоваться неподвижными фаза¬ 
ми в щелочной форме нельзя из-за возможных побочных эффектов (особенно при повышенных 
температурах). Разделение ножно производить на колонке НатіЙоп КСХ-10 (254 х 4,1 мм; 10 мик¬ 
рон) или на колонке Біопех Роіузрйег СН РВ (300 х 7,9 мм); в качестве подвижной фазы применя¬ 
ется 0,1 М раствор ИаОН, рН 13; скорость протока 1 мл/мин; вводимый объем образца может со¬ 
ставлять тоже 3 мкл. Электрохимическое обнаружение дает возможность обнаруживать очень ма¬ 
лые концентрации (для обнаружения более высоких количеств можно пользоваться ре¬ 
фрактометрическим детектором). Ферменты могут снижать степень извлечения, которую прихо¬ 
дится проверять перед каждым одиночным анализом. При наличии таких ферментов, приходится 
ограничиваться анализом только одного специфичного сахарида. 

Литература для справок: 89, 7, 98, 130 

4Л.8.2. Сахара и углеводы 

Природные полисахариды (такие как крахмал или пектин) могут использоваться в молочных 
продуктах для улучшения консистенции и для создания впечатления о более высоком содержании 
сливок. Такими веществами может быть замаскировано разбавление водой. Существуют некото¬ 
рые национальные стандарты, предусматривающие пользование газовым хроматографом (с пла¬ 
менно-ионизационным детектором). Лаборатории, проверяющие качество пищевых продуктов, 
обязаны пользоваться этим способом анализа. Подготовка образца является довольно трудоемкой. 
Разделение с помощью газового хроматографа обеспечивается с использованием указанных далее 
параметров. 

Вещества: Глюкоза, фруктоза, сахароза, арабиноза, мальтоза, мальтотриоз, моносахариды, ди¬ 
сахариды, трисахариды 

Подготовка образца: Образец должен быть полностью высушен. Для получения летучих со¬ 
единений, необходимо получение производных до введения в хроматограф. Можно пользоваться 
силилированием или ацилированием. 

Прибор: газовый хроматограф, оснащенный пламенно-ионизационным детектором. 

Соответствующие методу параметры: Колонка: кварцевая капиллярная; длина 30 и; внут¬ 

ренний диаметр 0,32 мм; силоксановаяфаэа 8Е-52 Температура колонки; исходно 120°С; изме¬ 
нение со. скоростью 4°С/мин до 220 Л С Температура устройства для введения образца: 250°С 
Температура голойки детектора; 250 Л С Газ-носитель: азот; 1,5 мл/мин 
Коэффициент деления потока: 1:15 Вводимый объем: 1-2 мкл 
Хроматограмма: показана в публикации 59 

Затруднения: Получение производных должно производиться при полном отсутствии влаги. 
Наличие какого-то количества воды может привести к осложнениям процесса получения произ¬ 
водных. 

Советы и преимущества: Лаборатории, занимающиеся контролен пищевых продуктов, долж¬ 
ны пользоваться методом газовой хроматографии для предоставления официальных заключений. 
Однако, часто используют метод высокоэффективной жидкостной хроматографии (который со¬ 
кращает продолжительность анализам дает обзорный результат). Если с помощью жидкостного 
хроматографа обнаружено недозволенное содержание веществ, приходится воспользоваться газо¬ 
вой хроматографией для получения официально действующего заключения. 

Ферментативная реакция, проводимая после разделения на колонке, описана в публикации 157. 
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Литература для справок: 59, 157 


4.1.9. Углеводы 

Углеводы не содержат хромофорных групп и не обладают способностью к флуоресценции, что 
исключает обнаружение спектрофотометрическим или рефрактометрическим детекторами. Боль¬ 
шинство таких веществ способно поглощать свет в коротковолновой части ультрафиолетовой об¬ 
ласти спектра (но на этих длинах волн обычно обнаруживаются сильномешающие другие компо¬ 
ненты образца). Степень очистки образцов и растворителей затрудняет регистрацию на длинах во¬ 
ли ниже 200 нм; такой подход оказывается усложненным и дорогостоящим. На сегодняшний день, 
рефрактометрический детектором при анализе углеводов пользуются наиболее часто. Для по¬ 
лучения более высокой чувствительности можно использовать электрохимический детектор. Но 
для пользования таким подходом нужно обладать фундаментальными знаниями свойств образца 
при таких условиях обнаружения (при высоких рН). 

Вещества: Фруктоза, глюкоза, сахароза, мальтоза, лактоза, галактоза. 

Подготовка образца: Необходима тщательная подготовка. Одним из подходов является лиофи- 
лизирование. Напитки, из которых удален газ, можно вводить в хроматограф непосредственно 
(после фильтрации). Более сложные образцы требуют более сложной обработки (такой, как удале¬ 
ние белкови жира). Очистка образца для устранения менее полярных примесей обеспечивается 
методом твердофазного экстрагирования на патронах 8ер-Рак с фазой С-18. Для избежания порчи 
аналитической колонки и жидкостного хроматографа, обычно пользуются предварительными ко¬ 
лонками, заполненными тем же материалом, что и аналитические. 

Прибор; Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный изократическим насо¬ 
сом, устройством для введения образца, рефрактометрический детектором 
Хроматограмма: приведена в публикации 98 

Соответствующие методу параметры: 

Колонка: Силикагель с химически привитой аминофазой (Атіпех НРХ-87Р) 

Подвижная фаза: вода Скорость протока: 0,6 мл/мин Температура: 85°.С 
Обнаружение: с помощью рефрактометрического детектора 

Затруднения: Образование оснований Шиффа при взаимодействии аминогрупп и восстанов¬ 
ленных Сахаров может приводить к потерям (в частности, при повышенных температурах ). Кро¬ 
ме того, такая в такой реакции могут участвовать неподвижная фаза (аминогруппы) и восстанов¬ 
ленные сахара. Это приводит к сокращенно срока службы колонок (из-за таких и некоторых по¬ 
бочных эффектов). 

Советы и преимущества: Употребление предварительных колонок может приводить к размы¬ 
ванию зон и к небольшим изменениям времен удерживания. 

Влияние подготовки образца на степень извлечения должно проверяться путем аналогичной об¬ 
работки смесей стандартов. Только таким образом удается определить, удерживаются ли какие-то 
вещества матрицей образца и не модифицируются ли (не портятся) при пользовании выбранным 
способом. 

Литература для справок: 98, 131 


4.1.10. Молочный белок 

Молочного белка в пахте не должно быть. Существуют различные способы анализа этого белка 
методами высокоэффективной жидкостной хроматографии и капиллярного электрофореза. Под¬ 
готовка образца к исследованию методом капиллярного электрофореза сводится к простому экст¬ 
рагированию. Анализ может производиться с использованием описанных далее параметров. 

Вещества; молочные белки 

Подготовка образца: Молоко разбавляется буферным раствором (1:10). Молочные продукты 
должны быть предварительно гомогенизированы и профильтрованы. 

Прибор: Система для капиллярного электрофореза 
Соответствующие методу параметры: Капилляр: кварцевый; длина 48 си; внутренний диа¬ 
метр 50 микрон . Буферный раствор: 10 мМ цитрат натрия, рН 2,57 б М моче- 
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вина Напряжение: ЗОкВ, 74 мкА Температура: 45 Л С ' Введение: 500 мбарсек Исполь¬ 
зуемые для обнаружения длины волн: А: 280 нм (ширина полосы 26 нм) В: 214 нм (ширина 

полосы 16 нм) 

Советы и преимущества: Этот способ разделения дает быстрые, эффективные идентификацию 
и количественный анализ. Не требуется сложной подготовки образца. Воспроизводимость време¬ 
ни миграции (показанного наэлектрофореграмме) исключительно высокая. После соответствую¬ 
щей подготовки образца, этот метод может использоваться и для анализа любых других пищевых 
продуктов (однако, крайне важной оказывается правильность подготовки образцов; могут потре¬ 
боваться дополнительные этапы очистки). 

Литература для справок: 60, 61, 62, 95 



4.1.11. Триацилглицериды 

Анализ триацилглицеридов необходим для подтверждения фальсификации, сводившейся к под¬ 
мене другими жирами. Определение может обеспечиваться как методом высокоэффективной жид¬ 
костной хроматографии, так и с помощью газовой хроматографии. Тот и другой подходы допус¬ 
кают полной автоматизацией получение высокой пропускной способности. Содержание триа¬ 
цилглицеридов может быть сопоставлено с указанным в специальных публикациях (в таких пуб¬ 
ликациях часто приводятся полные перечни, поясняющие триацилглицеридный состав). 

Вещества: Моноглицериды, диглицериды, триацилглицериды, ситостерин, сигмастерин, холесте¬ 
рин, токоферол 

Подготовка образца: Триацилгицериды могут вводиться в хроматограф непосредственно (при 
высоких температурах). 

Прибор: Газовый хроматограф, оснащенный пламенно-ионизационным детектором 

Соответствующие истоду параметры: Колонка: 8Е-30 (3%) на хромосорбе ОА\У-БСМ8; 100- 
120 меш; 0,5 м х 2 мм; кварцевая . Температура колонки: от 200 до ЗбО л С; 2°С/мин Температура 
устройства для введения образца: ЗбО Л С Температура головки детектора: 380°С Газ- 
носитель; азот; 30-50 мл/сек Коэффициент деления потока: .1/50 - 1/100 Вводимый объем; 0,5- 
1 мкл 

Хронатограмма: приведена в публикации 7 

Затруднения: Порядок выхода триацилглицеридов из колонки (и разделение) зависит от числа 
атомов углерода. Разделить компоненты различных жиров и масел, характеризующиеся тем же 
самым числом атомов углерода, очень сложно. Пики трипальмитина (16/16/16) и миристо- 
пальмито-стеарина (14/16/18) сливаются. 
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Советы и преимущества: Различная летучесть этих жировых компонентов дает возможность 
разделения при запрограммированном изменении температуры колонки. Разработан метод разде¬ 
ления моноглицеридов, диглицеридов и триглицеридов в жидкостном хроматографе (на колонке с 
ионами серебра; такие неподвижные фазы обеспечивают разделение по числу двойных связей в 
эфирах жирных кислот, а не по длине углеродной цепи). 

Литература для справок: 7, 63, 64, 143 


4.1.12. Жир, жирные кислоты 

4.1.12. 1. Жир, жирные кислоты 

Масло отличается от маргарина относительными концентрациями жирных кислот (от С-4доС- 
24) в жире. Масло опознается по специальному проценту масляной кислоты в триацилглицери- 
дах. 

Вещества: Жирные кислоты (с С-4 по С-24); эфиры пропионовой, уксусной, масляной, вале¬ 
риановой, капроновой, лауриновой, энтановой, тетрадекановой, гексадекановой, октадекановой, 
эйкозановой кислот 

Подготовка образца; Триацилглицериды гидролизуются о горячей смеси метанола с КОН. Об¬ 
наружение жирных кислот может быть облегчено получением производных непосредственно на 
колонке. Используемый для этого реактив (бромфенацилбромид + 18-краун-б эфир) и образец 
вводятся в шприц с соблюдением специальной последовательности. Для предотвращения гидро¬ 
лиза, сперва в шприц вводят неганод; затем - реактив; затем - образец, содер- 

жирные кислоты; затем - другая часть реактива и, наконец, жащийметанол. Эта смесь вводится в 
колонку. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца, спектрофо¬ 
тометрическим детектором (с изменяемой длиной волны) 

Хроматограмна: приведена в публикации 71 

Соответствующие методу параметры: 

Колонка: Нурегзіі СЮ8; 100 мм х 2,1 мм (каталожный номер НР7991 ЮР-501) 

Подвижная фаза: растворитель А: вода растворитель В: ацетонитрил 

Градиент: на 5-й мин 30%В, на 15-й мин 70%В на 17-й мин 80%В на 

25-й мин 100%В Скорость протока: 0,45 мл/мин 
Вводимый объем: реактив: образец: реактив 4:1:4 мкл 
Используемая для обнаружения длина волны: 258 нм 

Затруднения: Необходимо доказать, что гидролиз дает количественно точные результаты. 

Советы и преимущества: Количественный анализ содержания масляной кислоты позволяет 
подсчитать процент молочного (масляного) жира в триацилглицеридах. С помощью такого метода 
легко может быть отмечена фальсификация масла. Классическим способом предусматривается 
гидролиз триацилглицеридов после экстрагирования петролейным эфиром. Гидролизат подверга¬ 
ется перегонке (лишь после которой можно количественно определить содержание масляной ки¬ 
слоты). Все эти операции очень трудоемки и весьма чувствительны к любым допущенным при 
процессе ошибкам. Описанный метод может использоваться для поисковых проверок; может быть 
автоматизирован. Во время процесса перегонки могут отмечаться некоторые потери анализируе¬ 
мого вещества. На стр. 110 дается описание альтернативного подхода к анализу жирных кислот 
Литература для справок: 71 

4.1.12.2. Метиловые эфиры жирных кислот 

Определение содержания жира требуется для того, чтобы полужирное молоко не могли прода¬ 
вать, как цельное. Идентификация и количественная оценка содержания жирных кислот в мицел¬ 
лах жира дает возможность определить происхождение молока (от какого оно животного) или 
распознать смесь молока, полученного от разных животных (дешевое коровье молоко может ис¬ 
пользоваться для фальсифицирования более дорого овечьего). Анализ может производиться мето¬ 
дом газовой хроматографии после превращения жирных кислот в их метиловые эфиры, растворе¬ 
ния жиров в эфире и добавления гидроокиси тетраметиламмония. После добавления воды и раз- 
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деления фаз, фаза эфира подвергается анализу в газовом хроматографе. Идентификация этого 
класса веществ необходима и при анализе шоколада. Процентное содержание жира какао - важ¬ 
ный параметр, характеризующий качество шоколада. Жир кокосового ореха может использоваться 
для подмены большого количества жира какао в шоколаде. Специфичные жирные кислоты обна¬ 
руживаются только в жире какао, но не в жире кокосового ореха. По этой причине приходится 
контролировать жирнолислотный состав шоколада. 

Вещества: Этилпропионат, пропилацетат, этилбутират, пропил-пропионат, пропилбутират, 
этилвалерат, бутилпропионат, пропилвалерат, этилкапроат, бутилвалерат, пропилкапро- 
атщтилдеканоат, бутилкапроат, метилдодеканоат, бутилгептаноат, метилтетрадеканоат, метилге- 
касноат, метилоктандеканоат, метилэйкозеноат; цис-9-гексадеценовая (цис-пальмитолеиновая) ки¬ 
слота; транс-9-гексадеценовая (транс-пальнтолеиновая) кислота; октадекановая (стеариновая) ки¬ 
слота; цис-9-октадеценовая (олеиновая) кислота; транс-9-октадеценовая (элаидиновая) кислота; 
цис-9-цис-12-окта-декандиеновая (линолевая) кислота; транс-9-транс-12-октадекади-еновая (лино- 
лелаидиновая) кислота; цис-9-цис-12-цис-15-октаде-катриеновая (линоленовая) кислота 

Подготовка образца: 0,5 г жира или масла нагреваются вместе с 4,5 мл метанола и метилатом 
натрия в течение 1 часа в сосуде с обратным холодильником. После охлаждения до комнатной 
температуры, добавьте 1 ионообменника в кислотной форме и тщательно перемешивайте в тече¬ 
ние 1 минуты. После такой обработки, супернатант должен оказываться нейтральным. Этот су¬ 
пернатант используется для анализа. 

Прибор: газовый хроматограф, оснащенный пламенно-ионизационным детектором . 

Соответствующие методу параметры: Колонка; НР 1№40\УАХ (химически привитой РЕО) 
Температура колонки: 45 С. Температура устройства для введения образца: 220°С Темпера¬ 
тура головки детектора: 250°С Газ-носитель: гелий; 30 сн/сек; режим обеспечения постоянной 
скорости протока 4 мл/мин (за счет системы с электронным регулированием давления) Коэффи¬ 
циент деления потока: 25:1 Вводимый объем: 0,2-1 нкл 
Хронатограмма: приведена в публикации 129 

Затруднения: Растворы реактивов, используемые при подготовке образца, не должны содер¬ 
жать воду. Во время нагрева, вода не должна контактировать с анализируемыми веществами 

Советы и преимущества: В конкретных образцах, трудно идентифицировать смеси жиров и ма¬ 
сел, характеризующиеся похожим жирнокислотным составом. В этих случаях, может оказаться 
полезным высокотемпературный анализ исходных триглицеридов. По метиловому эфиру масля¬ 
ной кислоты можно опознавать молочный жир. 

Литература для справок: 7,57,129 

4ЛЛ.З. Многокомпонентный анализ жиров и масел 

Разделение триацилглицеридов в течение довольно длительного периода представляло собой 
сложную задачу для многих специалистов. Несколько лет эту задачи решали методом газовой 
хроматографии. Однако, такой подход не дает достаточно информации о полном триацилглице- 
ридном составе. Подобный вид анализа весьма необходим при производстве природных масел (в 
целях контроля качества процесса рафинации). Спектральные характеристики подвергшихся ра¬ 
финации триацилглицеридов изменяются (за счет изменения сопряжения двойных связей). Цен¬ 
ную информацию предоставляет снятие спектрограмм в ходе хроматографической разгонки. 

Вещества: Триацилглицериды, ситостерин, сигмастерин, холестерин, токофе¬ 

рол. гидропероксиды 

Подготовка образца: Экстрагирование триацилглицеридов из гомогенизированного образца 
петролейным эфиром. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца, термостатом 
для колонки, детектором с диодной матрицей 
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Хорошее качество 


Плохое качество 


Соответствующие методу 
параметры: Колонка: М08- 
НурегВіІ; 200 х2,1 мм; размер 
частиц 5 никрон Подвижная 
фаза: Растворитель А: вода 
Растворитель В : смесь 

ацотонитрила с 

метилтретбутилоным эфиром 
(9:1) 

Градиент: на 0-й мин 

87%В на 25-й мин 

100%В Скорость протока: 0,8 
мл/мин; Температура: 60°С 
Используемые для 

обнаружения длины волн: А: 
215 нм В: 240 нм С: 

280 нм Б: 400 нм 

Советы и преимущества: 
Пользуясь описанным 

методом, можно разделять и 

обнаруживать токоферолы, холестерин, сигмастерин и ситостерин. Употребление метил-трет 
.бутилового эфира вместо тетрагидрофурана (обычно используемого) дает возможность работать с 
детектором с диодной матрицей (позволяющим получать больше информации о веществах и кон¬ 
тролировать чистоту пиков). 

Литература для справок: 70 



4.1.14. Молочный жир 

Характеристичным для молочного жира веществом является масляная кислота (один из жирных 
кислот, входящих в состав триа-цилглицеридов). После получения производных (метиловых эфи¬ 
ров компонентов триацилглицеридов), можно обнаруживать фальсификацию молока и молочных 
продуктов (таких, как масло). 

Вещества: Жирные кислоты (СЗ-С22); эфиры пропионовой, уксусной, масляной, валериановой, 
капроновой, лауриновой, энтаковой, октановой, пеларгоновой, декановой, ундекановой, додекано¬ 
вой, тетрадеценовой, пальмитиновой, пальмитолеиновой, стеариновой, арахидоновой, эйкозено- 
вой, бегеновой, эруковой, нервоновой кислот 

Подготовка образца: 0,5 г жира или масла нагреваются вместе с 4,5 мл метанола и метилатон 
натрия в течение 1 часа в сосуде с обратным холодильником. После охлаждения до комнатной 
температуры, добавьте 1 ионообменника в кислотной форме и тщательно перемешивайте в тече¬ 
ние 1 минуты. После такой обработки, супер-натант должен оказываться нейтральным. Этот су¬ 
пернатант используется для анализа. 

Прибор: газовый хроматограф, оснащенный пламенноионизационным детектором 

Соответствующие методу параметры: Колонка: НР Е\П\Ю\УАХ (химически привитой РЕО); 

30 их 0,32 мм; толщина пленки фазы 0,5 микрона; номер по каталогу фирны "Хьюлетт-Паккард": 
1909Ш-213 Температура колонки: 50°С Температура устройства для введения образца: 220 
°С Температура головки детектора; 275°С Газ-носитель: гелий; 40 см/сек; 11,8 фунтов на кв. 
дюйм; режим обеспечения постоянной скорости протока 2,6 мл/мин (за счет использования систе¬ 
мы электронного, регулирования давления) Коэффициент деления потока; 100 іі Вводимый 
объем: 0,5 мкл Внутренний стандарт: эфир валериановой кислоты 

Затруднения: Растворы реактивов, используемые при подготовке образца, не должны содер¬ 
жать воду. Во время нагрева, вода не должна контактировать с анализируемыми веществами 

Советы и преимущества; В конкретных образцах, трудно идентифицировать смеси жиров и 
масел, характеризующиеся похожим жирнокислотным составом. В этих случаях, может оказаться 
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полезным высокотемпературный анализ исходных триглицеридов. По метиловому эфиру масля¬ 
ной кислоты можно опознавать молочный жир. 

Литература для справок: 7, 57, 129 

4.2. Мясо и мясные продукты 

Мясо содержит белок, характеризующийся высокой питательной ценностью (в частности из-за 
наличия так называемых незаменимых аминокислот, которые.не могут вырабатываться в организ¬ 
ме человека и, поэтому, должны поступать через продукты питания). Суточная потребность, удов¬ 
летворяемая с помощью мяса; 40% белка, 27% жира, 18% К, 3% Са, 26% Р, 30% Ре, 36% витамина 
А, 50% ти-амина, 32% рибофлавина и 61% ниацина. В мясе содержатся: белок (18-22%), жир (6- 
21%), вода (56-75%) и неорганические вещества (около 1%). Такой состав типичен для мышечной 
ткани, жировой ткани и соединительной ткани., 

Процентное содержание белка может определяться по методу Кьельдаля, основанному на ана¬ 
лизе процентного содержания азота во всем образце. Типичное для мяса значение будет пропор¬ 
циональным содержанию мяса во всем исследуемом продукте. Результаты такой проверки могут 
быть легко подделаны за счет добавления веществ с высоким содержанием азота (например, моче¬ 
вины, растительных белков, более дешевого куриного мяса, молочного белка, хлопкового белка 
или искусственным путем полученных белков). Такие белковые добавки должны быть опознаны, 
чтобы уличить в обмане. Кроме того, другие пищевые добавки (такие, как эмульгаторы и жир) мо¬ 
гут быть добавлены в продукты (ради увеличения веса за счет воды) в таких продуктах, как колба¬ 
сы (это дает возможность сэкономить на мясе). Существуют специальные указания и областные 
законодательные требования, регламентирующие состав таких мясных продуктов. Приводимые 
ниже подразделы поясняют способы обнаружения обмана. 


4.2.1. Соевый белок 

Соевый белок может использоваться для фальсификации мяса. За счет добавления соевого бел¬ 
ка имитируется более высокое содержание белка в мясе. Этот вид обработки запрещен для всех 
пищевых продуктов, если не имеется достаточно четкого уведомления о такой добавке на этикет¬ 
ке. Употребление в некоторых видах продуктов полностью запрещено. Рассмотренный вариант 
анализа успешно используется для контроля качества при производстве соевого соуса. 

Вещество: соевый белок 

Подготовка образца: Соевый соус может вводиться в хроматограф непосредственно (после 
разбавления буферным раствором в соотношении 1:10). Из мясных продуктов белок приходится 
экстрагировать. Возможно экстрагирование 10 мл буферного раствора из 2-3 г мяса. Гомогенизи¬ 
рованную смесь помещают на 10 минут в ультразвуковую баню. Затем, производится экстрагиро¬ 
вание из смеси в течение 2 часов при 38 Л С. 

Прибор: Система для капиллярного электрофореза электрофореграмна: 

Соответствующие методу параметры: Капилляр: длина = 64,5 си; эффективная длина 56 см; 
внут ренний диаметр 50 микрон Буфер: 50 мМ фосфатный буферу рН 2 Напряжение: 30 кВ 
Температура: 20°С Введение: 450нбарсек Используемые для обнаружения длины волн: А: 

200 нм (ширина полосы 10 им); контрольная длин 450 нм (ширина полосы 80 им) В: 280 ни 
(ширина полосы 10 ни); контрольная длин 450 ни (ширина полосы 80 нм) 
волны волны 

Советы и преимущества: Жидкие образцы могут вводиться непосредственно, после разбавле¬ 
ния до нужной концентрации. Воспроизводимость очень высокая. Одновременное обнаружение на 
2 длинах волн предоставляет больше информации о структуре белков в пептидной карте. 


4.2.2. Анионы 

4.2.2.1. анионы 

N 02 и N 03 используются в копченых мясных продуктах для сохранения возбуждающей аппетит 
розоватости. Эти вещества действуют в качестве противоокислителей и улучшает запах. Содер- 
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жание токсичного N0, ограничено законодательными требованиями (как и содержание нитратов, 
которые могут быть преобразованы в N0, за счет метаболического превращения микроорганизма¬ 
ми, имеющимися в рту. Фосфаты используются при производстве колбас для улучшения способ¬ 
ности белков к связыванию с водой. Для этих целей (в ограниченных количествах) разрешен толь¬ 
ко дифосфат. По этой причине, имеется необходимость идентификации и количественной оценки 
содержания всех возможных фосфатов, присутствующих в колбасах и других мясных продуктах. 
Анализ может быть выполнен методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с косвен¬ 
ным обнаружением по поглощению света в ультрафиолетовой области спектра после экстрагиро¬ 
вания ионов (например, экстрагирование горячей водой из золы, оставшейся после сжигания кол¬ 
басы). Предлагаемый фирмой "Хьюлетт-Паккард" набор для анализа ионов может обеспечить ав¬ 
томатические идентификацию и количественный анализ. 

Вещества: Хлорид: фторид, бромид, йод, нитрит, нитрат, сульфаты, фосфаты, тиосульфат, ро¬ 
данид, перхлорат, нолибдат, селенат, карбонат, хлорат, азид 

Подготовка образца: Экстрагирование изобразив обеспечивается горячей водой. Аликвотная 
часть может вводиться в хроматограф после фильтрации (если фильтрация требуется). 

Прибор: Высокоэффективный жидкостной хроматограф, оснащенный изократическим насосом, 
устройством для введения образца, термостатом для колонки, .спектрофотонетрическин детекто¬ 
ром (с изменяемой длиной волны) 

Соответствующие нетоду паранетры: Колонках НР-1С (каталожный номер 7Э9231С-564) 

Подвижная фаза: вода : ацетонитрил (86:14); рН доведен до 8,6 едким натром, в котором нет кар¬ 
боната Скорость протока: 1,5 мл/нин Температура: 40 Л С Вводимый объем: 25 мкл Ис¬ 
пользуемая для обнаружения длина волны: 266 нм 

Советы и преимущества: Ионы могут обнаруживаться и другим способом: с использованием 



системы для капиллярного электрофореза 

Литература для справок: 65 

4.2.2.2. Анионы 

Вещества: Хлорид, сульфат, нитрат, фторид, фосфат 

Подготовка образца: Экстрагирование водой из твердых образцов или простое разбавление во¬ 
дой 

Прибор: Система для капиллярного электрофореза Электрофореграмма: 

- Буфер с пиромеллитовой кислотой 

- Косвенное обнаружение по поглощению света в ультрафиолетовой области спектра; электро¬ 
осмотический поток в обратном на правлении и отрицательная полярность 

Соответствующие методу параметры: Буфер: 2,25 мМ пиромеллитиновая кислота; 6,5 мм 

№0Н; 0,75 мМ гидроокись гексаметона; 1,6 мМ триэтаноламин; рН 7 Отрицательная поляр¬ 
ность; 465 В/см; 9 мкА . Капилляр: длина 64,5 см, эффективная длина 56 см, внутрен- 
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ний диаметр 50 микрон Введение: 200 мбар Температура: 25°С Косвенное обнаружение на 
длине волны 350 нм (ширина полосы бОнм); контрольная длина волны 245 нм (10 нм) 

Затруднения: Подготовка буферного раствора должна производиться в строгом соответствии с 
указаниями 

Советы и преимущества: этот дополнительный метод способен подтвердить результаты ана¬ 
лиза, выполненного с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии (т.е. является не¬ 
зависимым методом ). Такое подтверждение требуется для обеспечения соответствия нормативам, 
литература для справок: 95 


4.2.3. Катионы 

4.2.3.1. Катионы 

Вещества: Са, N8, К, М§ 

Подготовка образца: Экстрагирование водой или разбавление буферным раствором (1:10, 
1:100). Помещение в ультразвуковую баню способствует процессу экстрагирования. 

Прибор: Система для капиллярного электрофореза, электрофореграмна: 

Соответствующие методу параметры: Буфер: 5пМ пара-анинопиридин, рН 5,8 Капилляр: 

внутренний диаметр 75 микрон; эффективная длина 56 см; длина 64,5 см Температура: 25°С 
Введение: -500 мбарсек Косвенное обнаружение по поглощению света в ультрафиолетовой об¬ 
ласти; используемая длина волны: 240 нм (ширина полосы 10 нм), контрольная длина волны 210 
нм (ширина полосы 10 нм) 

Затруднения: Состав буфера должен быть подобран правильно 

Советы и преимущества: Обнаружение производится косвенно (по поглощению света в ульт¬ 
рафиолетовой области). Парааминопиридин сильно поглощает свет в этой части спектра. В ходе 
хроматографического разделения, катионы вытесняют этот (поглощающий свет) ион. Сами иссле¬ 
дуемые катионы не способны поглощать свет. В результате, пики получаются отрицательными. 
Когда в качестве контрольной выбрана та длина волны, на которой отклик на сам буфер оказыва¬ 
ется наибольшим, отрицательные лики превращаются в положительные. 

Литература для справок: 95 


4.2.З.2. Катионы. 

Анализ содержания катионов Методом ион-хроматографии весьма важен в пищевой промышлен¬ 
ности. Питьевую воду (как и минералъ ную) приходится контролировать постоянно. Хотя сущест¬ 
вуют и другие методы, ионная хроматография дает простой и универсальный анализ. 

Вещества: Са, №, К, М§, аммоний 

Подготовка образца: Измельчение или гомогенизация; разбавление 0,005 М НС1 и фильтра¬ 
ция. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный изократическим насо¬ 
сом, устройством для введения образца, спектрофотометрический детектор 
Хроматограмма: представлена в публикации 98 
Соответствушцие катоду параметры: 

Колонка: для ион-хроматографии, 210; 100 х 3,2 мн 
Подвижная фаза: 0,05 гоМ водным раствором Сег (III) 

Скорость протока: 1,0 мл/мин Температура: комнатная, Вводимый объем: 20 мкл 

Советы и преимущества: Ионообменная хроматография с косвенным фотометрическим обна¬ 
ружением (при пользовании раствором Сег (III) в качестве подвижной фазы) дает возможность 
одновременного определения содержания ионов №, К, Мд иСа в разбавленных молочных про¬ 
дуктах. Весь анализ занимает 17 минут; помех со стороны матрицы образца не наблюдалось. Кро¬ 
ме того, косвенное обнаружение по поглощению света в ультрафиолетовой области спектра про¬ 
изводили и благодаря замене иона уже после разделения на колонке. После того, как элюент пре¬ 
вращался в воду (с помощью стандартной колонки, "сдирающей" анионы ОН), разделенные кати¬ 
онные компоненты (представляющие собой гидроксиды) пропускались через анионообменную 
колонку, насыщенную нафталинсульфонатом. Замена анионов ОН нафталинсульфонатом давала 
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возможность воспользоваться обнаружением по поглощению света в ультрафиолетовой области 
спектра. 

Литература для справок: 98, 141, 142 . 


4.2.4. Аминокислоты 

Аминокислотный состав и уточнение белкового состава дают возможность опознать, от какого 
животного взято мясо. 

Вещества: Аланин, аспарагин, цистин, цистеин, глутамат, серии, гистидин, глицин, треонин, 
тирозин, валин, метионин, изолейцин, фенилаланин, лейцин, лизин, пролин, оксипролин, фосфо- 
серин, цитрин, таурин, карнозин, саркозинансерин, триптофан, оксилизин 

Подготовка образца: Гидролиз соляной кислотой или ферментативный гидролиз могу исполь¬ 
зоваться для разрыва белковых связей. После этого, производные аминокислот получают с помо¬ 
щью двух различных реактивов: дйальдегид ортофталевой кислоты с 3-меркаптопропионовой ки¬ 
слотой [ОРА] (для первичных аминов) и 9-флуоренилметилхлороформиат [РМОС] (для вторичных 
аминов). Получение производных обеспечивается автоматически, до нанесения образца на колон¬ 
ку. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца, термостатом 
для колонки, флуориметрическим детектором 

Соответствующие методу параметры: 

Колонка: Нурегзіі СЮ8; 200 х 2,1мм; размер частиц 5 микрон 

Подвижная фаза: растворитель А: 100 мл (20 мМ) ацетата натрия (рН 7,2) + 0,75мл/500 мл тетра¬ 
гидрофурана + 90 мкл/50 мл триэтиламина Растворитель В: 100 ил (20 мМ) ацетата натрия (рН 
7,2) + 200 мл метанола + 200 мл ацетонитрила 

Градиент: 0-ямин 0%В скорость протока 0,45 кл/мин 17-ямин 60%В 19-я 

мин 100%В скорость протока 0,8 мл/мин 24-ямин 100%в 25-я мин 0%В 

скорость протока от 0,8 до 0,45 мл/мин 

Последующее время: 4 мин 

Температура; 40°С 

Вводимый объем: 1 мкл 

Обнаружение; Спектрофотометрическим детектором: на длинах волн 338 нм и 266 нм 
Флуориметрическим детектором: Возбуждающая длина волны 340 нм Возбужденная длина 
волны 450нм 

На 14,5 мин: Возбуждающая длина волны 266 нм Возбужденная длина волны 310 

нм 

Программа, указываемая автоматическому пробоотборнику, для получения производных перед 
разделением на колонке: 

1 - взять 5 мкл из флакона 2 (боратный буфер) 2 - взять 1 мкл из флакона О [ОРА] 3- взять О мкл 
из флакона 100 (вода) 4 - взять 1 мкл из флакона с образцом 5 - взять О мкл из флакона 100 (вода) 
б - б циклов смешивания 7 мкл 7 - взять 1 мкл из флакона I [РНОС] 8 - взять О мкл из флакона 100 
(вода) 9-3 цикла смешивания 8 мкл 10 - введение 

Затруднения: Некоторые специфичные образцы довольно трудно анализировать (из-за помех 
со стороны веществ, обладающих аминогруппами). Триптофан разрушается при гидролизе соля¬ 
ной кислотой. Первичные амины могут выходить из колонки с некоторыми аминокислотами. Это 
может приводить к неправильным результатам количественного анализа. Перечень обнаруживае¬ 
мых веществ будет сокращен всеми пептидами, которые тоже будут гидролизованы. 

Советы и преимущества: Получение производных до разделения на колонке позволяет авто¬ 
матизировать этот анализ. Можно пользоваться набором принадлежностей АіпіпоЭиапІ:., постав¬ 
ляемым фирмой "Хьюлетт-Паккард". К этому набору прикладываются описание метода, и все рас¬ 
ходные материалы (включая реактивы), требуемые для анализа. 

Литература для справок: бб, 67, 73, 132 
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4.2.5. Оксипролин 

Оксипролин - аминокислота, присутствующая (главным образок) в белках соединительных тка¬ 
ней. Соединительные ткани являются дешевым сырьем, употребление которого снижает качество 
колбас. Большинство законодательных требований в Европе ограничивает содержание этого ве¬ 
щества в колбасе. 

Анализ: после подготовки образца, содержание оксипролина может быть определено или клас¬ 
сическим спектральным методом (после получения производного соединения с нингидрином), или 
с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии. Хроматографический анализ выго¬ 
ден тем, что дает возможность автоматизации и получения производных непосредственно в сис¬ 
теме (до введения образца в колонку). При пользовании выпускаемыми фирмой "Хьюлетт- 
Паккард" жидкостными хроматографами серии Атіпоіщапі, многие (входящие в состав белка) 
аминокислоты могут быть идентифицированы и количественно определены за одну хроматогра¬ 
фическую разгонку. Возможно обнаружение как спектрофотометрическик детектором, так и 
флуориметрическим. 

4.2.6. Красители 

Запрещено искусственное окрашивание мясных продуктов. Красный или розовый цвета, свиде¬ 
тельствующие о свежести, ногут быть получены за счет нитротсодержащих добавок, наличие ко¬ 
торых определяется так, как описано в подразделе 4.1.3. Добавка красителей может быть обнару¬ 
жена после соответствующего экстрагирования. 

4.2.7. Определение вида животного 

Ранее упоминавшиеся указания, касающиеся состава и определения видов мясных продуктов, 
уточняют допустимые к использованию виды мяса животных ( говядина, свинина, баранина ). 
Другие источники белка (соевый белок или искусственные белки) должны быть указаны на эти¬ 
кетках или не должны употребляться. 

Анализ: традиционным методом является иммуноанализ с использованием диффузии в геле и 
подходящих антител. Требующиеся реактивы стоят очень дорого. На каждый анализ уходит не¬ 
сколько миллилитров таких реактивов. Анализ занимает несколько дней и сложно реализуем (по¬ 
скольку необходимо подобрать правильную концентрацию). Если Вы не подберете сопоставимую 
концентрацию антитела и субстрата, не получите осаждения. Альтернативный способом может 
быть использование капиллярного электрофореза для анализа содержания белков. Например, 
можно воспользоваться экстрагированием тем же буфером (который будет употребляться при раз¬ 
делении) для экстрагирования в ультразвуковой бане (экстрагирование производится в течение 24 
часов). Затем, обеспечивается разделение с использованием 200 мМ фосфатного буфера при рН 7 
на капилляре (эффективная длина 55 см; внутренний ди-аметр25 микрон), уравновешенным буф- 
ром в течение 15 часов. Условия разделения: 400 В/см; 55 мкА. 


4.2.8. Жир, жирные кислоты 

Пропорция жира в колбасах - важный параметр, определяющий качество. Имеются индивиду¬ 
альные ограничения для каждого вида колбасы. Вообще говоря, жир является одним из наиболее 
важных компонентов, ответственных за запах. Однако, высокие количества жира снижают качест¬ 
во. Информация о триацилглицеридном составе может дать представление о точном количестве 
жира и, дополнительно, может давать сведения о добавках постороннего жира. Добавление посто¬ 
роннего жира в мясные продукты дозволено, но об этом должно иметься сообщение на этикетке. 
Триацилглицеридный состав может определяться с помощью газовой хроматографии (как описано 
в подразделе 4.1.12), или можно проводить разделение в высокоэффективном жидкостном хрома¬ 
тографе (за 30 минут» с использованием детектора с диодной матрицей). Преимуществон такого 
подхода является возможность многокомпонентного анализа (триацилглииериды, перекиси, сте- 
рины и жирорастворимые витамины). 
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Анализ: интересующие вещества экстрагируются иэ гоНогаКпіН-рованною образца тетрагид- 
рофураном; без дальнейшей обработки, образец наносится на колонку М08-Нурег8І1 (200 х2,1 мм; 
размер 

частиц 5 микрон); градиентное изменение состава подвижной фазы . от 13% растворителя А (вода) 
и 87% В (ацетонмтрил/метил-трет. бутиловый эфир [9:1]) до 100 В за 25 минут; скорость протока 
0,8 мл/мин; температура 40 °С; обнаружение на длиняу волн 215, 240 и 280 нм. Таким методом 
можно идентифицировать рафинированный жир с сопряженными двойными связями. Если имеет¬ 
ся библиотека спектрограмм, правильность опознания может быть автоматически подтверждена 
благодаря библиотечному поиску. 

4.2.9. Органические кислоты 

Соли органических кислот (цитрат и лактат) используются при производстве продуктов из мяса 
для увеличения объема мясного белка за счет добавки воды. Этот эффект оказывается действую¬ 
щим не столь долго, как при добавке фосфатов (и такой подход, в отличие от случая пользования 
фосфатами, не запрещен). Существуют отдельные методы обнаружения каждого из веществ. По¬ 
этому, выгодна была бы возможность анализировать содержание каждой соли, пользуясь каким-то 
одним методом. Содержание молочной кислоты может указать на некачественность хранения 
продукта и на то, что продукт не является свежим (за счет метаболического превращения микро¬ 
организмами вырабатывается молочная кислота). Традиционный анализ методом тонкослойной 
хроматографии на пластинках с целлюлозой занимает несколько часов; для обнаружения требуют¬ 
ся очень токсичные реактивы. Высокоэффективная жидкостная хроматография дает возможность 
анализа всех веществ за 25 минут при очень малых концентрациях (используется ионообменная 
колонка); гарантируются обнаружение и количественная оценка. 

Анализ: экстрагирование подвижной фазой при 40°С, после чего производится изократическое 
элюирование 0,008 и. раствором серной кислоты в воде при скорости протока 0,6 мл/нин. Колонка 
НРХ87Н (фирма "ВІСЖАЭ") [длина 300 мм; внутренний диаметр 7,8 мм]; обнаружение на длинах 
волн 190 нм и 200 нм; температура 40 С. Этот метод дает возможность определить, помимо того, 
содержание некоторых сахаров и спиртов (глюкоза, фруктоза, глицерин, этанол)'. Чувствитель¬ 
ность может быть повышена благодаря использованию 8-оксихинолина для получения производ¬ 
ных. 

4.2.10. Мочевина 

. Мочевина используется для фальсификации высокого содержания белка, регистрируемого по 
методу Кьельдаля (поскольку все вещества с аминогруппами дают вклад в регистрируемое коли¬ 
чество белка). Молекула мочевины мала, но обладает двумя аминогруппами, наличие которых да¬ 
ет весьма завышенный процент содержания белка (1 кг мочевины подменяет 20 кг высококачест¬ 
венного мяса). Некоторые очень дешевые мясные продукты с очень низким содержанием белка 
могут обманным путем выдаваться за мясо с высоким содержанием белка. Поэтому, необходимо 
контролировать содержание мочевины и других аминов (например, генетических аминов, которые 
могут быть ответственны за мигрень и прочие недомогания). 

Подготовка образца: к 1 г. измельченного образца добавляют 1 г. растительного угля, 250 ил 
воды, 5 мл 2п(0Ас)§, К 4 Рс(СЫ)б . Встряхивают, в качалке в течение 30 минут и доводят до нужно¬ 
го объема водой. Декантируют, пропускают раствор через фильтр \ѴіаІтап N 0 . 40 и собирают чис¬ 
тый фильтрат. Пипеткой отбирают 5 мл фильтрата, добавляют 5 ил раствора п- 
диметиламинобензальдегида. Дают отстояться в течение 10 минут в водяной бане при температуре 
25°С. Содержание регистрируют на длине 420 нм (для сопоставления анализируют и контрольный 
образец, не содержащий мочевины и составленный из одних лишь реактивов). 

Прибор: спектрофотометр НР 8452А. 

Затруднения: анализ не специфичен. 

Идентификация и количественная оценка: спектральная идентификация и количественная 
оценка обеспечиваются за счет особенностей спектрофотометра с диодной матрицей. 

Еще не разработан метод высокоэффективной жидкостной хроматографии или капиллярного 
электрофореза. Такой подход к определению более специфичен и может быть автоматизирован; 
исключается необходимость пользования столь вредными реактивами. Кроме того, можно приоб- 
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рести ферменты, дающие возможность проведения спектрального анализа. Ферментативный ме¬ 
тод может использоваться в качестве поискового, но сами такие ферменты стоят дорого. 

4.2.11. Ботулиновый токсин. 

Ботулиновый токсин одно из наиболее токсичных веществ. Консервированные мясные продук¬ 
ты могут содержать микроорганизмы, вырабатывающие такой токсин (микроорганизмы развива¬ 
ются только в анаэробных условиях). 


4.2.12. Бенз(а)пирен (полиоароматическив углеводороды) 

Бенз(а)пирен - полиядерный углеводород, относящийся к классу полиароматических углеводо¬ 
родов (английское сокращение РАН). Подозревается, что все химические соединения, входящие в 
эту группу, мутагенны, а наиболее вредным считается бенз(а)пирен. Анализ содержания полиаро¬ 
матических углеводородов с помощью метода высокоэффективной жидкостной хроматографии 
дает обнаружение очень низких концентраций (регистрация детектором с диодной матрицей или 
флуориметрическим детектором). Выделение таких углеводородов характеризуется очень хоро¬ 
шими степенями извлечения. Система обработки данных НРЬС" СНстЗіаІіоп способна давать 
достоверные статистические результаты,, сообщаемые автоматически (т.е. обеспечивается наи¬ 
высшая производительность при минимальны затратах на анализ). Предельно допустимое содер¬ 
жание 6енз(а)пирена; 1 мкг/кг. 

Анализ: в зависимости от матрицы, экстракция в аппарате Сокслета; сверхкритическое экстра¬ 
гирование; твердожидкостная или жидкожидкостная экстракция. Выбор колонок для высокоэф¬ 
фективной жидкостной хроматографии: или колонка Ѵусіас С18 со стандартным онутрепним диа¬ 
метром (внутренний диаметр 4,6 мм длина 250 мм; размер частиц 5 микрон), или колонка Ѵусіас 
С18 с палым внутренним диаметром (внутренний диаметр 2,1 мм длина 250 мм. 
размер частиц 5 микрон). Градиентное элюирование при пользовании водой (растворитель А) и 
ацетонитрилом (растворитель В): 2,5 мин % В =• 60; 12 мин В = 90; 20 мин В = 100; 22,5 мин % В 
= 100; 25 мин % В = 60. Скорость протока 1,5 мл мин в случае колонки со стандартным внутоен- 
ним диаметром и 0,42 мл/мин в случае колонки с малым внутренним диаметром. Рекомендуется 
пользование хроматографом НР 1090. Обнаружение детектором с диодной матрицей на длине 
волны 230 ям или флуориметрическим детектором (длина волны 270 нм при ширине полосы 40 
нм). Для получения наибольшей чувствительности, необходима автоматическая перенастройка на 
оптимальные длины волн. 

4.2.13. Небелковый азот 

Анализ небелкового азота выявляет (например) обман за счет добавок мочевины. Этот анализ 
производится точно так же, как определение общего содержания белка (по методу Кьельдаля), но 
имеет один дополнительный этап: перед гидролизом белок осаждается (для удаления азота белко¬ 
вого происхождения). Метод высокоэффективной жидкостной хроматографии может использо¬ 
ваться для идентификации и количественной оценки за одну разгонку (без потерь времени). Клас¬ 
сический способ требует сперва воспользоваться методом Кьельдаля. 

4.2.14. Молочный белок в мясе 

В некоторых специальных случаях, дозволена добавка молочного белка (например, в качестве 
эмульгатора при производстве колбас). Однако о такой добавке должно быть сообщено на эти¬ 
кетке. Добавка этого белка во все другие мясные продукты запрещена. Идентификация молочных 
белков сложна (поскольку анализ белков всегда непрост). Поэтому определяют другие компонен¬ 
ты, специфичные для молочного белка (такие, как оротовая кислота и лактоза, которые обнаружи¬ 
ваются ранее описанными способами [анализ органических кислот и сахаров, описанный в под¬ 
разделах 3.1.5 и 4.1.8]; таким образом, обеспечиваются идентификация и количественная оценка 
по двум независимым и различный параметрам ). 
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4.3. Рыба и рыбные продукты 


4.3.1. Триметиламин в рыбе 

Этот компонент является индикатором степени несвежести рыбных продуктов (вырабатывается 
микроорганизмами в рыбе и рыбных продуктах). Предельно допустимая величина составляет 2,51; 
от общего содержания азота. Для других рыбных продуктов устанавливаются иные допуска. Ана¬ 
лиз может быть выполнен методом высокоэффективной жидкостной хроматографии (так, как опи¬ 
сано на следующих страницах 4.4.2). Подготовки образца почти не требуется. 


4.3.2. Гистамин в рыбных продуктах 

Гистамин - показатель порчи рыбы и рыбных продуктов. Этот биогенный амин является наибо¬ 
лее важным. Установлено специальное ограничение допустимого его содержания: 200 мкг/кг. 
Обычно, содержание этого амина анализируется методом тонкослойной хроматографии; обнару¬ 
жение производится благодаря получению производного вещества при обработке нингидрином. 
Возможен и другой способ обнаружения: непосредственно на пластинках с флуоресцентным ин¬ 
дикатором. 

Анализ: гистамин экстрагируется из матрицы 10% раствором трихлоруксусной кислоты, после 
чего следует этап очистки на катионообменной колонке. После получения производного соедине¬ 
ния используется флуориметрическое обнаружение (возбуждающая длина волны -336 нм; возбу¬ 
жденная - 450 нм). После гомогенизирования, генетические амины экстрагируются и очищаются 
на ионообменной (стеклянной) колонке. Получение производных (ЭАВЗІЬ-про-изводпых) обеспе¬ 
чивается до разделения на колонке Нурегзіі СЮ8 КР. Этот метод дает возможность одновременно¬ 
го анализа содержания свободных аминокислот, биогенных аминов (триптамина, 2- 
фенилэтиламина, путресцина, кадаверина, гистамина, тирамина). 

4.3.3. Амины 

4.З.З.1. амины 

Вещества: Ацетилпутресцин, ацетилкадаверин, путресцин, кадаверин, гистамин, N1— 
ацетилспермидин, 14-ацетилспермидин, 1,7-диаминогептан (внутренний стандарт), спермидин, 18- 
ацетилспернидищспернин 

Подготовка образца: Количественное содержание проверялось в биопсийных и тканевых об¬ 
разцах различных органов человека и животных. К образцам ткани добавляли 0,9% раствор хло¬ 
ристого натрия (20-кратный объем); гомогенизировали (с охлаждением льдом) [гомогенизатор мо¬ 
дели иііга-іштах; скорость 20 000 оборотов в минуту; период обработки 4x15 сек]; затем, обраба¬ 
тывали с помощью ультразвукового дезинтегратора клеток; 500 мкл гомогената смешивали со 100 
мкл внутреннего стандарта. Для осаждения белков добавляли 1,-4 мл 0,2 М раствора соляной ки¬ 
слоты; затем центрифугировали в течение 5 мин при 3200 д. Супернатант фильтровали (размер 
пор фильтра 0,22 микрона). Производные можно было получать и до разделения на колонке (со¬ 
гласно методике, описанной для анализа аминокислот). 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающий смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца, термостатом 
для колонки, флуориметрическим детекторон, системой для получения производных после разде¬ 
ления на колонке 

Соответствующие методу параметры: 

Колонка: Нурегаіі СЮ8; 150 х 3,9 мм, размер частиц 4 микрона. 

Подвижная фаза; Растворитель А; 0,1 М раствор ацетата натрия, доведенный до рН 4,5 уксусной 
кислотой, + 0,01 М раствор натриевой соли октансульфокислоты Растворитель В: 0,2 М рас¬ 
твор ацетата натрия (рН 4,5)+ ацетонитрил (отношение объемов 10:3); + 0,01 М раствор натриевой 
соли октансульфокислоты 

Градиент: 0-я мин 10%В 40-я нин 100%В 45-я нин 100%В 

46-я нин ІО%В Скорость протока: 1,5 нл/мин Температура: 35 Л С Используеные для обна¬ 
ружения длины волн (для флуориметри-ческого детектора): Возбуждающая длина волны: 345 

нм Возбужденная длина волны: 466 нм 
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Использовалось получение производных после разделения на колонке (с помощью диальдегида 
ортофталевой кислоты и 2-меркап-тоэтанола при 45 Л С) 

Затруднения: Для получения производных после разделения на колонке требуются второй на¬ 
сос и смесительное устройство. 

Советы и преинущества: Благодаря употреблению другого профиля градиентного изменения, 
можно было ускорить разделение. Однако при таком ускорении не удается разделить все амины 
(такие, как кадаверин, ацетилкадаверин); в частности, из образцов тканей. При таком (другом ва¬ 
рианте) градиентного изменения, продолжительность анализа составляла 17 минут. 

Предел обнаружения аминов: 0,5 - 1,0 пкмоль с исключительной линейностью в диапазоне от 
3 пкмоль до уровня, свыше 10 пкмоль. 

Для разработки быстрого, удобного метода рутинного анализа, были максимально снижены за¬ 
траты времени на все этапы подготовки образца и количественного анализа. 

Литература для справок: 75133 


4.З.2.2. амины 

В то время, как описанные выше параметры давали возможность определения содержания всех 
полиаминов в тканях, сыворотке и моче за 56 минут, рассмотренный ниже вариант градиентного 
изменения состава подвижной фазы использовался для быстрого анализа содержания полиаминов 
в образцах, в которых нет кадаверина или ацетилкадаверина (например, в образцах некоторых 
тканей). 

Вещества: Ацетилпутресцин, ацетилкадаверин, путресцин, кадаверин, гистамин, N1- 
ацетилспермидин, N-а цст и л с п ср м и д и 11 , 1,7-диаминогептан (внутренний стандарт), спермидинДѵІ- 
ацетилспермидин, спермин 

Подготовка образца: Количественное содержание проверялось в биопсийных и тканевых об¬ 
разцах различных органов человека и животных. К образцам ткани добавляли 0,9% раствор хло¬ 
ристого натрия (20-кратный объем); гомогенизировали (с охлаждением льдом) [гомогенизатор мо¬ 
дели иііга-іштах; скорость 20 000 оборотов в минуту; период обработки 4x15 сек]; затем обрабаты¬ 
вали с помощью ультразвукового дезинтегратора клеток; 500 мкл гомогената смешивали со 100 
мкл внутреннего стандарта. Для осаждения белков добавляли 1,4 мл 0,2 М раствора соляной ки¬ 
слоты; затем, центрифугировали в течение 5 мин при 3200 §. Супернатант фильтровали (размер 
пор фильтра 0,22 микрона). Производные можно было получать и до разделения на колонке (со¬ 
гласно методике, описанной для анализа аминокислот). 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца, термостатом 
для колонки, флуориметрическим детектором, системой для получения производных после разде¬ 
ления на колонке. 

Соответствующие методу параметры: Колонка: Нурегзіі СЮ8; 150 х 3,9 ми; размер частиц 4 
микрона. Подвижная фаза: Растворитель А: 0,1 М раствор ацетата натрия, доведенный до рН 4,5 
уксусной кислотой, + 0,01 М раствор натриевой соли октансульфокислоты Растворитель В: 0,2 
М раствор ацетата натрия (рН 4,5) + ацетонитрил (отношение объемов 10:3); + 0,01 М раствор на¬ 
триевой соли октансульфокислоты Градиент: 0-я мин 50%В 10-я мин 75%В 

12-я мин 100%В 16-ямин 100%В .. 17-ямин 50%В 25-ЯМИН. 

50%В . Скорость протока: 1,5 мл/иин Температура: 35°С Используемые для обнаружения 
длины волн (для флуорииетрического детектора): Возбуждающая длина волны; 345 нн Воз¬ 

бужденная длина волны: 466 нн. 

Использовалось получение производных после разделения на колонке (с помощью диальдегида 
ортофталевой кислоты и 2-меркаптоэтанола при 45°С) 

Затруднения: Для получения производных после разделения на колонке требуются второй на¬ 
сос и смесительное устройство. 

Советы и преимущества: При пользовании таким профилем градиентного изменения, можно 
было ускорить разделение. Однако при этом не удается разделить все амины (такие, как кадаве¬ 
рин, ацетилкадаверин); в частности, из образцов тканей. При таком градиентном изменении про¬ 
должительность анализа составляла 17 минут. Предел обнаружения аминов: 
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0,5 - 1,0 пкмоль с исключительной линейностью в диапазоне от 3 пкмоль до уровня, свыше 10 
пкмоль. 

Для разработки быстрого, удобного метода рутинного анализа были максимально снижены за¬ 
траты времени на все этапы подготовки образца и количественного анализа. 

Литература для справок: 133, 162 
4.З.З.2. Амины 

Содержание биогенных аминов - хороший индикатор свежести пищевых продуктов. Ниже рас¬ 
смотрен метод анализа первичных и вторичных аминов. В качестве реактива для получения про¬ 
изводных использовался 9-флуоренилметилхлорформиат (РМОС-СЬ). 

Вещества: Тирамин, в-фенилэтиланин, путресцин, гистамин, кадаверин, спернидин, спермин 

Подготовка образца: Образец смешивался с 0,1 и. соляной кислотой (образец: НС1 = 2:1). По¬ 
сле гомогенизирования, 40 мл 0,1 и. раствора НС1 добавляли к 30 г смеси (что соответствует 20 г 
ткани рыбы). Проводили центрифугирование, супернатант сливался для анализа. Процесс экстра¬ 
гирования повторялся снова 40 мл кислоты и, затем, 20 мл кислоты. Отделенный раствор (супер¬ 
натант) доводился до 100 мл соляной кислотой. Этот раствор сразу же подвергали анализу мето¬ 
дом высокоэффективной жидкостной хроматографии. Для хранения требовалась температура - 

зо°с. 

Производные получали следующим образом; 50 мкл образца добавляли к 200 мкл боратного 
буфера (0,2 М борная кислота, с доводкой рН до 8,5 с помощью 30% КОН). Кроме того, добавляли 
200 мкл 9-флуоренилметилхлорформиата (РМОС-СЬ); полученный в итоге раствор перемешивали 
в течение 3 минут. Для удаления избытка РНОС-СЬ добавляли 50 мкл гептиламина. Через 3 мину¬ 
ты 80 мкл раствора разбавляли добавкой 320 мкл подвижной фазы. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостной хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца, термостатом 
для колонки, флуориметрическим детектором. 

Соответствующие методу параметры: Колонка: Нурегеіі СЮ8; 150 х 3,9 мм; размер частиц 
4 микрона. Подвижная фаза: Растворитель А: 0,1 М раствор ацетата натрия, доведенный до рН 4,4 
уксусной кислотой + 50% ацетонитрила. Растворитель В: ацетонитрил. Градиент: 0-я мин 

0%В 8-я мин 0%В - 12-я мин 10%В 27-я мин 30%В 

32-я МИН 30%в 37-я мин 80%в 40-яМИН 100%В Скорость протока: 1,2 

мл/мин. Температура: 35°С. Используемая для обнаружения длина волны (при работе со 
спектрофотометрическим детектором): 265 нм. Используемые для обнаружения длины волн 
(для флуориметри-ческого детектора): Возбуждающая длина волны: 345 нм. Возбужденная длина 
волны: 466 нм. 

Затруднения: Избыток реактива, используемого для получения производных, должен полно¬ 
стью удаляться гептиланином. Правильность доводки рН существенно влияет на степень извлече¬ 
ния. 

Советы и преимущества: Все этапы, соответствующие получению производных, могут быть 
полностью автоматизированы (при пользовании автоматическим пробоотборником). Информация 
о метрологической оценке метода описана в публикации 162. Отклик флуориметрического детек¬ 
тора на некоторые аминокислоты был слишком слабым. Обнаружение этих веществ может произ¬ 
водиться спектрофотометрическим детектором, настроенным на длину волны 265 нм. 

Литература для справок: .133,162 

4.3.4. Сакситоксин в мидиях и морепродуктах 

4.З.4.1. Сакситоксия в мидиях и морепродуктах (вызывающие понос токсины) 

Конкретные виды рыб, моллюсков и ракообразных могут содержать токсины, вырабатываемые 
водорослями (эти токсины могут привести к смерти после употребления в пищу). Специальные 
требования к слежению за морскими фикотоксинами могут предусматривать экологический над¬ 
зор за токсичными веществами, накапливающимися в водорослях. Поэтому, некоторые страны 
разработали специальные программы слежения за состоянием фитопланктона. Фактически пред¬ 
ложенный допустимый уровень для вызывающего понос яда (этот яд обозначается английским со¬ 
кращением Б8Р), иногда обнаруживаемого в моллюсках и ракообразных: 40 - 80 мкг/ 100 г. Метод 
высокоэффективной жидкостной хроматографии дает возможность разделения и идентификации 
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индивидуальных токсинов, входящих в состав такого яда. Подобный подход открывает новые 
возможности анализа фикотоксина. 

Вещества: Окадаиновая кислота (ОА), динофизистоксины (ВТХ), гребешковые токсины (РТХ), 
ессотоксин {УТХ) 

Подготовка образца: Усовершенствован способ подготовки образца, предложенный Бее с со¬ 
авторами. Первый этап сводится к экстрагированию гомогенизированного образца смесью мета¬ 
нола с водой (80:20), после чего обеспечивается очистка полученного экстракта н-гексаном. По¬ 
пытка воспользоваться 4-бромэтил-7-мет-оксикумарином (ВгМтс) для получения флуоресци¬ 
рующих производных показала, что такой степени очистки не достаточно. Поэтому, была предло¬ 
жена дополнительная операция, сводящаяся к использованию патрона 8ер-Рак с фазой С-18 для 
дополнительной очистки. 

Получение производных с помощью 9-антридиазолметаиа (АБАМ): 0,8 мл экстракта, получен¬ 
ного с помощью дихлорметана, помещают в реакционный флакон на 1,5 мл и просушивают азо¬ 
том. Остаток растворяют в 0,1 мл раствора АБАМ (0,05% в ацетоне). Смесь выдерживают в тече¬ 
ние 2 часов при 30°С, избегая воздействия света. После охлаждения, раствор готов для введения в 
высокоэффективный жидкостный хроматограф. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца, флуоримет- 
рическим детектором. 

Соответствующие методу параметры: Колонки: для предварительного разделения: КР-С8; 250 
х 4 мм. , для концентрирования: КР-С18; 300 х 4 мм, для анализа: КР-С18; 250 х 4 мм 

,Подвижная фаза: Растворитель А:ацетонитрил/вода (55/45) . Растворитель В: ацетонит¬ 

рил/вода (85/15) . Скорость протока 1: 1,5 мл/мин . Скорость протока 2: 1,2 мл/мин . Исполь¬ 
зуемые для обнаружения длины волн (для флуориметрического детектора): возбуждающая:. 

365 нм ; возбужденная: 412 нм. 

Затруднения: Пользование реактивами, позволяющими получать флуорисцирующие производ¬ 
ные (АБАМ и [или] ВгМгас), дает возможность работать с флуориметрическим детектором для 
обнаружения токсинов Б8Р. Ошибок, связанных с обнаружением производных 9- 
антридиазолметана (АБАМ), удается избежать за счет пользования системой переключения коло¬ 
нок в высокоэффективном жидкостном хроматографе. 

Советы и преимущества: При пользовании рассмотренным методом, удается получать хрома¬ 
тограммы с острыми пиками интересующих веществ (9-АМ-ОА и 9-АМ-БТХ-1). 

Литература для справок: 76, 77, 78,79, 80, 134, 135 

4.З.4.2. Сакситоксин в мидиях и морепродуктах ( вызывавшие понос токсины ) 

Конкретные виды рыб, моллюсков и ракообразных могут содержать токсины, вырабатываемые 
водорослями (эти токсины могут привести к смерти после употребления в пищу). Специальные 
требования к слежению за морскими фикотоксинами могут предусматривать экологический над¬ 
зор за токсичными веществами, накапливающимися в водорослях. Поэтому, некоторые страны 
разработали специальные программы слежения за состоянием фитопланктона. Фактически пред¬ 
ложенный допустимый уровень для вызывающего понос яда (этот яд обозначается английским со¬ 
кращением Б8Р), иногда обнаруживаемого в моллюсках и ракообразных: 40 - 80 мкг/100 г. Метод 
высокоэффективной жидкостной хроматографии дает возможность разделения и идентификации 
индивидуальных токсинов, входящих в состав такого яда. Подобный подход открывает новые 
возможности анализа фикотоксина. 

Вещества: Окадаиновая кислота (ОА), динофизистоксины (ВТХ) 

Подготовка образца: Усовершенствован способ подготовки образца, предложенный Бее с со¬ 
авторами. Первый этап сводится к экстрагированию гомогенизированного образца смесью мета¬ 
нола с водой (80:20), после чего обеспечивается очистка полученного экстракта н-гексаном. По¬ 
пытка воспользоваться 4~бронэтил-7-мет-оксикумарином (ВгМтс) для получения флуоресци¬ 
рующих производных показала, что такой степени очистки не достаточно. Поэтому, была предло¬ 
жена дополнительная операция, сводящаяся к использованию патрона 8ер-Рак с фазой С-18 для 
дополнительной очистки. 
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Получение производных с помощью 4-бронэтил-7-нетоксикумарина (ВгМтс): 1,6 мл экс¬ 
тракта, полученного с помощью дихлорметана, помещают в реакционный флакон на 4 мл и про¬ 
сушивают азотом. Остаток растворяют в 140 мкл ацетона и добавляют 10 мкл 18-краун эфира-б 
(0,1% в ацетоне). Добавляют 50 мкл раствора 4-бром-этил-7-метоксикумарина (0,15% в ацетоне) и 
1 мг К 2 СО 3 . смесь выдерживают в течение 2 часов при 55°С. После охлаждения, раствор готов для 
введения в высокоэффективный жидкостный хроматограф. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающий смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца, флуоримет- 
рическим детектором 

Соответствующие методу параметры: 

Колонка: Мисіеозіі 5-С 18; 250 х 4 мм 

Подвижная фаза: ацетонитрил/вода (70:30)); Скорость протока: 0,5 мл/мин ; 

Используемые для обнаружения длины волн (для флуориметрического детектора): возбуж¬ 
дающая: 325 нм возбужденная: 390 нм 

Затруднения: Пользование реактивами, позволяющими получать флуоресцирующие производ¬ 
ные, (АСАМ и [или) ВгМтс), даст возможность работать с флуориметрическим детектором для 
обнаружения токсинов Б 8 Р. Ошибок, связанных с обнаружением производных 9- 
антридиазолметана (АБАМ), удается избежать за счет пользования системой переключения коло¬ 
нок в высокоэффективном жидкостном хроматографе. 

Советы и преимущества: При пользовании рассмотренным методом, удается получать хрома¬ 
тограммы с острыми пиками интересующих веществ (9-АМ-ОА и 9-АМ-БТХ-1). Требуются полу¬ 
чение производных с помощью 4-бромэтил-7-метоксикумарина (ВгМюс) и дополнительный этап 
твердофазного экстрагирования на патроне 8 ер-Рак С-18. Обнаружение по способности к флуо¬ 
ресценции дает возможность чувствительного и селективного определения содержания двух наи¬ 
более важных токсинов Б 8 Р. Успешно пользовались и комплексом "жидкостный хроматограф - 
масс-спектрометр". 

Литература для справок; 76, 77, 78,79, 80, 134, 135 

4.З.4.З. Сакоитоксии в мидиях и морепродуктах (токсины паралитического действия [РВР]) 

Вид и число веществ, относящихся к группе Р 8 Р, в моллюсках ракообразных зависит от харак¬ 
тера ядов, вырабатываемых динофлагеллятами; от условий хранения продуктов; от метаболизма 
этих веществ в моллюсках и ракообразных. Помимо разнообразия химической структуры, отмеча¬ 
ется и различная токсичность отдельных веществ, относящихся к группе Р 8 Р. Вполне возможно 
ферментативное преобразование этих химических соединений, при котором гидролиз веществ, со¬ 
держащих N - с у л ь ф о к а р б а м о и л, приводит к получению более ядовитых токсинов, содержащих 
карбамат и декарбамоил. 

Вещества: Сакситоксин ( 8 ТХ); 1-оксисакситоксин (.ІХЕО); сульфат И-оксисакситоксина; суль¬ 
фат 11-оксинеосакситоксииа; гониатоксины 1, II, III, IV (ОТХ I, II, III, IV) 

Подготовка образца: 1 г гомогенизированного образца помещают в реакционный флакон. До¬ 
бавляют 3 мл 0,03 и. уксусной кислоты и тщательно перемешивают. Смесь выдерживают в тече¬ 
ние 10 минут при 100 °С и в течение некоторого периода встряхивают. Сразу же после этого, 
смесь центрифугируют 30 минут при 1000§. Супернатант пропускают через фильтр с размером 
пор 0,45 микрон. Чистый раствор используют для получения производных. К нему добавляют эк¬ 
вивалентный объем соляной кислоты (0,2 и.) и опять выдерживают в течение 10 минут при 100°С. 
Раствор снова фильтруют и подвергают анализу с помощью высокоэффективной жидкостный 
хроматографии. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца, изократиче- 
скин насосом для получения производных после разделения на колонке, флуориметрическим де¬ 
тектором. 

Хроматограмма: приведена в публикации 80 

Соответствующие методу параметры: 

Колонка: КР-С18; 250 х 4,0 мм 
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Подвижная фаза; растворитель А: 98,5% 40 мМ буфера из фосфата аммония; рН 6,6 (доводка 1- 
октансульфокислотой [натриевой солью]; под раствор этой кислоты уходят оставшиеся 1,5% объ¬ 
ема) растворитель В: 83,5% 50 мМ буфер из фосфата аммония; рН б,б (доводка 13 мМ 1- 
октансульфокислотой), 15% ацетонитрила, 1,5% тетрагидрофурана. 

Градиент: О мин 0%В 15,5 мин 100%В 30,5 мин 100%В 31 

мин 0%В 55 мин 0%В Скорость протока: 0,8 мл/мин Вводимый объем: 20 мкл 

Используемые для обнаружения длины волн (для флуориметрического детектора): возбуж¬ 

дающая: 335 нм возбужденная: 396 нм Получение производных после разделения на колон¬ 
ке; скорость протока 0,33 мл/мин; делитель потоков: 1) 10 мМ Н 5 І0б ; 2) 550 нМ МПОН; 3) 1000 
мМ оксиуксусная кислота; длина реактора; 10 м; объем: 1 мл. 

Советы и преимущества: Описан и другой способ, использующий ион-парную хроматогра¬ 
фию. В качестве ион-парных реактивов употребляли гептансульфокислоту и гексансульфокисло- 
ту. Карбаматные токсины удачно разделялись на колонке, заполненной сополимером полистирола 
с дивинилбензолом. Кроме того, выгодно пользоваться комплексом "жидкостный хроматограф - 
масс-спектрометр". Все условия описаны в публикации 137. 

Литература для справок: 80, 134, 136, 137 

4.4. Жиры и масла 

Жиры и масла состоят, в основном, из тройных эфиров глицерина с разным набором жирных 
кислот (которые обычно называют триацилглицеридами). Жиры получают из овощных культур, 
источников животного и морского происхождения. Часто жиры оказываются побочными продук¬ 
тами, образующимися при синтезе белков и клетчатки в овощных культурах; белков в животных и 
морских организмах. 

Все типы жиров издревле используются в качестве пищевых продуктов. Химическая структура 
жиров оказывается весьма сложной из-за различных сочетаний и перестановок жирных кислот, 
которые могут этерифицироваться у трех гидроксильных групп глицерина. 

Триацилглицериды могут подразделяться (по жирнокислотному составу) на жиры и масла. 

Жиры характеризуются высокой плотностью при комнатной температуре и содержат, главным 
образом, насыщенные жирные кислоты. 

Триацилглицериды с высоким содержанием полиненасыщенных жирных кислот остаются при 
комнатной температуре жидкими. Они относятся к маслам. 

Во многих случаях, триацилглицериды имеют вид полимеров. От кристаллической структуры 
существенно зависят свойства маргарина, комбижиров и других специальных жиров. Очень не¬ 
стабильная форма а часто превращается в более стабильную форму /і (типичную для некоторых 
триацилглицеридов с более высокой точкой плавления). 

В научных целях и при контроле качества, интересуют опознание различных конформаций и 
определение количественного содержания жирных кислот. 

Много внимания уделяется анализу жирнокислотного состава масел. В большинстве случаев, 
анализу предшествует переэтерификация триацилглицеридов с преобразованием в метиловые 
эфиры (после чего содержание метиловых эфиров исследуется методом газовой хроматографии). 
Переэтерификация не всегда количественна и свободные жирные кислоты не вовлечены в процесс 
образования производных (такие жирные кислоты не превращаются в метиловые эфиры и остают¬ 
ся в устройстве для введения образца, поскольку не являются летучими соединениями). 

При анализе методом высокоэффективной жидкостной хроматографии может использоваться 
(при работе с любым растворителем) детектор по светорассеянию. Важной особенностью такого 
детектора является крайне малая степень фона (если малы пульсации потока, создаваемого насо¬ 
сом). 

Методы анализа триацилглицеридов, метиловых эфиров жирных кислот, свободных жирных 
кислот и многокомпонентный анализ жиров и масел уже описаны в разделе "Молоко". Для озна¬ 
комления с подобными анализами, см. (пожалуйста) этот раздел. Далее рассматриваются лишь до¬ 
полнительные варианты анализов. 
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4.4.1. Токоферолы (противоокислители) 

Витамином Е называют группу токоферолов, характеризующихся некоторой степенью активно¬ 
го действия в качестве витаминов. Эти вещества обладают также важнейшими противоокисли¬ 
тельными и питательными свойствами. Поэтому, их часто употребляют в виде пищевой добавки к 
различным видам пищевых продуктов. Определение содержания пищевых добавок - важнейшее 
требование, принятое странами Общего рынка. Для слежения за качеством пищевых продуктов, 
важны идентификация и оценка количественного содержания. 

Анализ: образец подготавливают растворением в гексане, после чего обеспечивается разделе¬ 
ние на колонке Нурегеіі с малым внутренним диаметром (длина 100 мм; внутренний диаметр 2,1 
мм; размер частиц 5 микрон) [каталожный номер колонки: 7991681-552). В качестве подвижной 
фазы используется смесь гексана с изопропанолом; скорость протока 0,45 мл/мин; разделение при 
комнатной температуре; вводимый объем образца 5 мкл; обнаружение на длине волны 295 нм 
(ширина полосы 4 нм) или 420 нм (ширина полосы 20 нм). 


4.4.2. Определение степени рафинации жира 

Рафинация жира влияет на жирнокислотный состав. Число ненасыщенных двойных связей зави¬ 
сит от такой обработки. Для рафинированных жиров и масел характеристичны изолированные и 
менее сопряженные диеновые связи, что приводит к типичному виду спектрограмм, зарегистриро¬ 
ванных в диапазоне длин волн от 230 до 240 нм. Однако, отмечается и более высокая степень со¬ 
пряжения двойных связей (триеновые и иногда даже тетраеновые связи). В процессе старения жи¬ 
ра число диеновых связей возрастает; число триеновых и тетраеновых связей остается тем же са¬ 
мым. 

Отличить рафинированные жиры и масла от тех, которые не подвергались такой обработке, 
можно благодаря сопоставлению спектрограмм, получаемых до контрольной рафинации и после 
нее. 

К 0,25 г масла или жира добавляют 100 мл изооктана. Снимается спектрограмма в диапазоне от 
225 до 300 нм (спектрограмма 1). 

10-20 г масла смешивают с 0,2 г отбеливающего вещества (бентонита) и выдерживают в тече¬ 
ние 1 часа при 100°С. Затем, смесь охлаждают до комнатной температуры и профильтровывают. 
Снимается еще одна спектрограмма в диапазоне от 225 до 300 нм (спектрограмма 2). 

Спектрограммы 1 и 2 сопоставляются с учетом следующих особенностей: 

Зона поглощения света изолированными двойными связями: <210 нм 
Зона поглощения света сопряженными диеновыми связями: 230-240 нм 
Зоны поглощения света сопряженными триеновыми связями: 3 зоны: 258, 268 и 279 нм 
Зона поглощения света сопряженными тетраеновыми связями: 300 - 316 нм 

Если триеновые связи обнаруживаются в необработанных маслах (жирах) и единственным от¬ 
личием спектрограммы Іот спектрограммы 2 является снижение поглощения света сопряженны¬ 
ми диеновыми связями, масло (жир) можно считать подвергавшимися очистке (рафинации ). 
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По соображениям безопасности для здоровья, содержание эруковой кислоты в пищевых про¬ 
дуктах ограничено уровнем в 5% от суммарного содержания свободных жирных кислот. Анализ 
должен выполняться общим методом, принятым для стран Общего рынка (метод с метилировани¬ 
ем благодаря пользованию фторидом бора). Кроме того, метиловые эфиры жирных кислот могут 
быть получены за счет обработки гидроокисью тетраметиламмония (ТМАН). 

Вещества: Жирные кислоты (от С-4 до С-24); эфиры пропионовой, уксусной, масляной, вале¬ 
риановой, капроновой, лауриновой, энтановой, тетрадекановой,гексадекановой, октадекановой, 
эйкозановой кислот, цис-9-гексадеценовая (цис-пальмитолеиновая) кислота; транс-9- 
гексадеценовая (транс-пальмтолеиновая) кислота; октадекановая (стеариновая) кислота; цис-9- 
октадеценовая (олеиновая) кислота; транс-9-октадеценовая (элаидиновая) кислота; цис-9-цис-12- 
окта-декандиеновая (линолевая) кислота; транс-9-транс-12-октадекадиеновая (линолелаидиновая) 
кислота; цис-9-цис-12-цис-15-октаде-катриеновая (линоленовая) кислота 

Подготовка образца: Жир (100-200 мг) растворяется диэтиловым эфиром (3 мл) и подвергается 
переэтерификации за счет добавления 200 мкл 20% раствора гидроокиси тетраметиламмония 
(ТМАН). Смешивание производится в течение 2 минут. Затем, добавляется вода; производится 
тщательное перемешивание для получения двух фаз. Аликвотный объем из фазы эфира вводится в 
газовый хроматограф. 

Прибор: Газовый хроматограф, оснащенный пламенно-ионизационным детектором 

Соответствующие методу параметры: Колонка: кварцевая капиллярная, СВ 8і1 88 (аналог 

колонке Силар ЮС); длина 50 и; внутренний диаметр 0,2 ми; толщина пленки фазы 0,2 микрона 
Температура колонки: 160°С в течение 2 минут; до 220 °С за 16 минут со скоростью 4 °С/мин 
Температура устройства для введения образца: 250 °С Температура головки детектора: 250°С 
Газ-носитель: азот Коэффициент деления потока: 1:90 

Хроматограмма: см. публикацию 82 

Затруднения: На момент добавления гидроокиси тетраметиламмония (ТМАН), жир не должен 
содержать воду. 

Советы и преимущества: Описанный здесь метод реализуется быстрее, чем стандартный (ос¬ 
нованный на пользовании трехфтористым бором в качестве реактива для получения производ¬ 
ных). Для арбитражного подтверждения правильности заключения, следует воспользоваться опи¬ 
санным ниже методом. 

Жир экстрагируют; затем, благодря добавлению №ОН и трехфтористого бора, получают мети¬ 
ловые эфиры жирных кислот, разделение которых производят на кварцевой капиллярной колонке 
СВ 8і1 88 (длина 50 м; внутренний диаметр 0,2 мм; толщина пленки фазы 0,2 микрона). Запро¬ 
граммированное изменение температуры: 1бО°С в течение 2 минут; затем до 200 °С в течение 16 
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нинут (со скоростью 4°С/мин). Температуры устройства для введения образца и головки детекто¬ 
ра: 250°С. Коэффициент деления потока: 1:90. Газ-носитель: азот. 

Далее описан другой подход к анализу свободных жирных кислот (с помощью жидкостной 
хроматографии). 

Литература для справок: 81,82, 


4.4.4. Свободные жирные кислоты 

Для решения различных прикладных задач, полезен аналитический метод, дающий возможность 
рутинного одновременного опознания и определения количественного содержания различных 
жирных кислот. 

Вещества: цис-9-гексадеценовая (цис-пальмитолеиновая) кислота; транс-9-гексадеценовая 
(транс-пальмитолеиновая) кислота; октадекановая (стеариновая) кислота; цис-9-октадеценовая 
(олеиновая) кислота; транс-9-октадеценовая (элаидиновая) кислота; цис-9-цис-12- 
октадекандиеновая (линолевая) кислота; транс-9-транс-12-октадекадиеновая (линолелаидиновая) 
кислота; цис-9-цис-12-цис-15-октадекатриеновая (линоленовая) кислота 

Жирные кислоты (от С-4 до С-24); эфиры пропионовой, уксусной, масляной, валериановой, ка¬ 
проновой, лауриновой, энтановой, тетрадекановой, гексадекановой, октадекановой, эйкозановой 
кислот. 

Подготовка образца: Жир растворяют диэтиловым эфиром. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостной хроматограф, оснащенный изократическим насосом, 
устройством для введения образца, спектрофотометрическим детектором (с изменяемой длиной 
волны). 

Хроматограмна: см. публикацию 98. 

Соответствующие методу параметры: Колонка: Нурегзіі СЮ8; 250 х 4,6 мм; размер частиц 
5 микрон Подвижная фаза: тетрагидрофуран/ацетонитрил/фосфорная кислота (21,6/50,4/28,0) При 
рН 2,2 Скорость протока: 1,5 мл/мин Температура: 35°С Используемая для обнаружения 
длина волны: 220 ни 

Затруднения: Окисление полиненасыщенных жирных кислот ведет к появлению окисленных 
молекул с парами сопряженных двойных связей. Продукт линолевой кислоты имеет экстинкцию 
около 28 000 на длине волны 232 нм. Следовые количества таких продуктов окисления в стандар¬ 
тах полиненасыщенных жирных кислот, характеризующихся чистотой 99%, будут давать относи¬ 
тельно большие пики при регистрации на этой длине волны. 

Советы и преимущества: В публикациях 71 и 98 описан третий способ использования высоко¬ 
эффективной жидкостной хроматографии, основанный на получении фенациловых эфиров (спо¬ 
собных к поглощению света в ультрафиолетовой области спектра) перед разделением на колонке 
или уже после такого разделения. 

Литература для справок: 98 


4.4.5. Спирты алифатического ряда в маслах, подвергшихся переэтерификации 

В европейском указании сформулированы требования к оливковому маслу и требуется проведе¬ 
ние анализа всех веществ, ответственных за его качество. Требования к качеству во всех странах 
общего рынка одинаково. Результаты анализа характеристик качества должны быть сопоставимы¬ 
ми. В частности, в европейском указании описан метод анализа спиртов алифатического ряда. 

Вещества: Спирты алифатического ряда 

Подготовка образца: 5 г образца (+ 250 мкл внутреннего стандарта) просушивают током азота. 
Добавляют 50 мл 2 и. КОН и смесь подогревают в сосуде с обратным холодильником (до темпе¬ 
ратуры около 150°С) в течение 20 минут. После добавления 50 мл воды, смесь охлаждают до 30 
С. Дважды проводят жидкожидкостное экстрагирование эфиром (по 80 мл). Эфирную фазу про¬ 
сушивают. После очистки, получают производные спиртов с помощью смеси триметилхлорсилана 
и гексаметилдисалазана в пиридине (ТМ8Е). Раствор вводят (для анализа) в газовый хроматограф. 

Прибор: Газовый хроматограф, оснащенный пламенно-ионизационным детектором; введение 
образца с делением потока 
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Хроматограмма: см. публикацию 112 

Соответствующие методу параметры: Колонка: кварцевая капиллярная, с фазой 8Е-52; 

длина от 20 до 30м; внутренний диаметр 0,25 или 0,32 мм; толщина пленки фазы от 0,1 до 0,3 
микрона Температура колонки: 180°С в течение 8 минут; затем, до 260°С со скоростью 5 С/мин; 
выдержка при 260°С в течение 15 минут Температура устройства для введения образца: 280°С 
Температура головки детектора: 290 С Газ-носитель: гелий; 20-35 см/сек (водород; 30-50 см/сек) 
Деление потока: 1/50- 1/100 Внутренний стандарт: 1-эйкоэанол 

Затруднения: Процесс получения производных должен протекать при полном отсутствии воды. 
Вода портит реактивы! 

Советы и преимущества: Когда капиллярные колонки используются впервые, необходимо их 
предварительное кондиционирование в течение (по меньшей мере) 2 часов при температуре на 
20°С выше максимальной устанавливаемой при анализе. На базовой линии не должно иметься по¬ 
сторонних пиков; базовая линия должна представлять собой прямую линию (без уходов). 

Литература для справок: 112 


4.4.6. Летучие галогенсодержащие углеводороды 

Этот анализ дает возможность исследовать не только пищевые продукты, но и загрязнение ок¬ 
ружающей среды (например, воду; не требует даже дополнительного упоминания важности со¬ 
хранения чистоты питьевой воды). Все галогенизированные углеводороды остаются в организме 
(после попадания в него с пищей). Поэтому, уровень загрязнения ими должен быть минимально 
малым. Слежение за содержанием этих веществ - одна из основных задач, решаемых органами 
надзора для охраны здоровья человека. Существуют очень строгие ограничения для воды и всех 
пищевых продуктов, предусмотренные национальными законодательными требованиями, дейст¬ 
вующими во всех странах Европы. Пользуясь поставляемыми фирмой "Хьюлетт-Паккард" ловуш¬ 
кой с концентратором и газовым хроматографом очень легко проследить содержание этих веществ 
на крайне низких уровнях (до триллионных долей). Сочетание фото-ионизационного детектора и 
детектора по электропроводности дает более достоверное, селективное обнаружение. Таким обо¬ 
рудованием обеспечиваются все требования к анализу питьевой воды, описанные в методах, раз¬ 
работанных Агентством охраны окружающей среды США. 

Вещества: Летучие галогенсодержащие углеводороды 

Подготовка образца: Используется концентратор с ловушкой 

Прибор: Газовый хроматограф, оснащенный фотоионизационным детектором, детектором по 
электропроводности, концентратором с ловушкой 

Соответствующие методу парам етры: Колонка: поставляемая фирмой "Хьюлетт-Паккард" 
колонка РРАР; 50 м х 0,32 мм; толщина пленки фазы 1 микрон 

- Концентратор с ловушкой: количество образца: 5 -10 мл Ловушка: 0.1.С.#6 (Тенакс, силика¬ 
гель, растительный. уголь) Продувка: гелием, в течение 12 минут 

при скорости 30 мл/мин при температуре 25°С Десорбция: за 1 минуту при 18°С Прокалива¬ 
ние: в течение 2 минут при 200 С Нагрев канала переноса и клапана: 120 С 

- Газовый хроматограф НР 8890 (Серия II): Температура термостата: 35°С (8 мин); 5°С/мин 

до200°С; 200°С (2 мин) Деление потока с использованием системы 

электронного регулирования давления; соответственно температуре 200°С Температура головок 
пламенно-фотометрического детектора и детектора по электропроводности: 200 С Газ-носитель: 
гелий; 2-3 мл/мин Поддувочный газ для детектора по электропроводности и пламенно¬ 
фотометрического детектора: гелий; 20 мл/мин Газ-реактант для детектора по электропровод¬ 
ности и пламенно-фотометрического детектора: водород; 100 мл/мин 

Литература для справок: 112 

4.4.7. Альдегиды 

Обнаруживаемые в жире альдегиды и кетоны являются продуктами разрушения. Это разруше¬ 
ние обуславливается воздействием ультрафиолетового излучения (как части солнечного света). 
Под таким воздействием образуются радикалы; при окислении, разрывается углеродные цепи 
жирных кислот. Реакция Мэилларда - еще одна причина разрушения (при нагреве). При нагреве 
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образуются альдегиды (реакция Штреккера), что позволяет понять, какой обработке подвергались 
пищевые продукты. 

Вещества: Альдегид, этилацетат, метанол, этанол, н-пропа-нол, изопропанол, 2-метил-1- 
бутанол, 3-метил-1 -бутанол, уксусная кислота 

Подготовка образца: Непосредственное введение в хроматограф; введение с помощью паро¬ 
фазного автоматического пробоотборника или экстрагирование подходящим растворителем 

Прибор: Газовый хроматограф, оснащенный пламенно-ионизационным детектором и системой 
электронного регулирования давления 

Соответствующие методу параметры: Колонка: НР-ГМ>Ю\ѴАХ; 30 м х 0,25 ММ х 0,25 

микрон Температура колонки: 35°С в течение 5 минут; со скоростью 5°С/мин до 150°С; со скоро¬ 
стью 20°С/мин до 250°С; 250°С в течение 2 минут Температура устройства для введения образ¬ 
ца: 220°С Температура головки детектора: 275°С Поддувочный газ: азот; 25 мл/мин Топ¬ 
ливные газы: водород (30 мл/мин) и воздух (250 мл/мин) Газ-носитель: гелий; 33 см/сек; 15,5 
фунтов на кв. дюйм (35°С) Коэффициент деления потока: 1/25 Вводимый объем: 1 мкл 

Хроматограмма: показана в публикации 112 (стр. 9) 

Затруднения: Кетоны могут мешать разделению. Выбор подхода к подготовке образца зависит 
от интересующих веществ. 

Советы и преимущества: Разделение этих веществ может быть обеспечено и методом высоко¬ 
эффективной жидкостной хроматографии. Для установления структуры, рекомендуется пользо¬ 
ваться системой с масс-спектрометром. Масс-спектрометр может быть подключен к газовому 
хроматографу или к высокоэффективному жидкостному хроматографу. Кетоны и альдегиды уда¬ 
ется разделить за одну разгонку в высокоэффективном жидкостном хроматографе. 

Литература для справок: 112 


4.4.8. Фосфолипиды 

Эти вещества используются в пищевой промышленности (главным образом) в качестве эмуль¬ 
гирующих. В маргаринах, майонозах и шоколаде, употребляют лецитин для улучшения выпечки, 
предотвращения черствения (кроме того, такое вещество является противоокислителем). В по¬ 
следние годы показано, что эти вещества могут способствовать лечению заболеваний, связанных с 
повышением содержания липидов в крови и с атеросклеротическими изменениями проницаемости 
сосудов. 

Вещества: Фосфатидилхолин (РС), фосфатидилэтаноламин (РЕ), фосфатидилинозитол (Р1), 
фосфатидная кислота (РА), фосфатидил-серин (Р8), фосфатидилглицерин (РО), сфингомиелин 

Подготовка образца: Эти вещества экстрагируются (со всеми другими гидрофобными химиче¬ 
скими соединениями) петролейнын эфиром. Может быть выгодной очистка образца на патроне 
8ер-Рак, заполненном сорбентом с обращенной фазой. Элюирование нейтральных липидов обес¬ 
печивается хлороформом, гликолипидов - ацетоном, фосфолипидов - метанолом. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостной хроматограф, оснащенный изократическим насосом, 
устройством для введения образца, спектрофотометрическим детектором (с изменяемой длиной 
волны) 

Хроматограмма: приведена в публикации 98 

Соответствующие методу параметры: Колонка: с силикагелем; 100 х 4,6 мм; размер частиц 
5 микрон Подвижная фаза: ацетонитрил/метанол/вода (100:10:18) Скорость протока: 1 мл/мин 
Вводимый объем: 1,5 мкл Используемая для обнаружения длина волны: 200 ни 

Затруднения: Очистка на патроне 8ер-Рак может не дать требуемого количества липидной 
фракции. В таком случае, следует попробовать изменить порядок элюирования растворителями. 
При пользовании упрощенными подходами к подготовке образца, при подобном анализе может 
обнаруживаться множество затруднений. 

Советы и преимущества: Для предварительного выделения различных фракций липидов, 
можно пользоваться твердофазным экстрагированием на патроне 8ер-Рак. 

Литература для справок: 98 
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4.5. Хлеб и кондитерские изделия 


4 .5.1. Масляная, оротовая, 3-оксимасляная и молочная кислоты 

Содержание этих органических кислот по-разному трактуется при оценке качества хлеба, тор¬ 
тов и пирожных высшего сорта, однако, анализ может быть проведен за одну хроматографиче¬ 
скую разгонку (так, как описано в подразделе 3.1.5). Содержание масляной кислоты является по¬ 
казателем содержания масла в конкретном продукте. Никакие дешевые жиры природного проис¬ 
хождения не имеют такого специфичного триацилглицеридного (жирнокислотного) состава; по¬ 
этому, весьма просто установить, использовалось ли масло. Количество оротовой кислоты 
показывает, как много молока использовалось при производстве (этот показатель является допол¬ 
нительным, поскольку подобную же информацию дает оценка количественного содержания лак¬ 
тозы). Содержание молочной кислоты, показывает активность микроорганизмов в яйцах, масле и 
молоке. На это содержание имеется допуск; если оно оказывается ниже допустимого,то только в 
этом случае продукт может продаваться как свежий. При более высоком содержании, продукт не 
может считаться свежим (и продаваться как свежий не может). 

4.6. Макаронные изделия 

4.6.1. Холестерин 

Содержание холестерина показывает, как много яиц использовано при производстве продукта и 
соответствует ли он декларации о его высоком качестве (высоком содержании яиц). Иногда, необ¬ 
ходимых высоких показателей добиваются обманным путем: добавкой желтых красителей. Внесе¬ 
ние желтого красителя в пасту запрещено (если только об этом не имеется указаний на этикетке). 

Метод, описанный в подразделе 4.1.14 (многокомпонентный анализ жиров и масел), может 
обеспечить проверку источника жира, дать количественные и качественные показатели, если ис¬ 
пользуется детектор с диодной матрицей. 


4.6.2. Красители 

Как уже упоминалось выше, покупатель может быть введен в заблуждение добавкой красителей 
(симулирующих высокое содержание яиц или придающих продукту более естественный и привле¬ 
кательный вид). Имеются разнообразные жирорастворимые и водорастворимые красители. После 
соответствующего экстрагирования, их содержание может быть определено так, как описано в 
подразделе 3.1.4. 


4.6.3. Молочная и 3-оксимасляная кислоты 

Эти вещества обнаруживаются в пищевых продуктах в результате жизнедеятельности микроор¬ 
ганизмов. Наличие таких кислот свидетельствует о нарушении условий хранения пищевых про¬ 
дуктов, содержащих яйца, молоко, масло и другие скоропортящиеся компоненты. 

4.7. Овощи, фрукты и соки. 

4 .7. 1. Пестициды 

Содержание пестицидов контролируется в фруктовых соках и во фруктах ради охраны здоровья. 
Национальными или европейскими законодательными требованиями регламентируется содержа¬ 
ние всех пестицидов. Особый интерес вызывает содержание во фруктах таких веществ, которые 
продляют их срок хранения (например, тиабендазол, о-фенилфекол, дифенил, дифениламин и бор¬ 
ная кислота). 

Анализ: после экстрагирования толуолом, эти вещества анализируются методом газовой хрома¬ 
тографии или жидкостной хроматографии так, как описано в подразделе 3.2. 
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4.7.2. АНИОНЫ (N03, СІ, Р0 4 ) 

Существует специальный реестр для фруктовых соков, в котором приводятся перечни составов 
со значениями для некоторых анионов (указывается типичное процентное содержание в конкрет¬ 
ных соках). Все количества, выходящие за оговоренные диапазоны, указывают на возможные под¬ 
делки, разбавления или специальные манипуляции. 

Анализ: после сжигания сока до получения золы и разбавления золы подкисленной водой, про¬ 
водится анализ методом высокоэффективной жидкостной хроматографии так, как описано в под¬ 
разделе 4.1.5. 


4.7.3. Органические кислоты (соотношение лимонной и изолимонной кислот; яб¬ 
лочная кислота) 

В реестре, упоминавшемся в предыдущем подразделе, указываются (помимо того) содержания 
некоторых органических кислот и некоторые соотношения различных кислот. Определяемые ве¬ 
личины могут указывать на обман разбавлением или добавкой ароматических веществ. Иногда, 
ананасовый сок смешивают с более дешевыми соками и ароматизируют подбавлением характери¬ 
стичных ароматизаторов в смесь. Типичным обманом является разбавление апельсинового сока с 
добавлением лимонной кислоты. Такое злоупотребление может быть выявлено благодаря контро¬ 
лю отношения лимонной и изолимонной кислот. Если отмечаемое отношение ниже указанного 
специального, это свидетельствует об обмане. Изолимонная кислота стоит настолько дорого, что 
маскировать надувательство добавлением такой кислоты (для получения нужного отношения) 
просто невыгодно. Часто, соки можно распознать с помощью ферментативных тестов (такой тест 
предлагает фирма "ВоеНгіпцег"). Для каждой кислоты требуются разные ферменты. Для каждого 
сока нужен целый набор различных реактивов. Оценка может производиться автоматически; с по¬ 
мощью спектрофотометра и предлагаемой фирмой "Хьюлетт-Паккард" системой обработки дан¬ 
ных ЦѴ СНстЗіаІіоп (Серия Б08 ). 

Весь анализ может выполняться по методу, описанному в подразделе 3.1.5, без необходимости в 
дорогостоящих ферментах, которые хранятся в течение лишь нескольких дней. Обработка образ¬ 
цов может быть очень легко автоматизирована с обеспечением высокой надежности (нужно лишь 
приобрести предлагаемое фирмой "Хьюлетт-Паккард" оборудование для высокоэффективной 
жидкостной хроматографии; затраты на такую закупку окажутся более малыми, чем расходы на 
приобретение наборов ферментов). 


4.7.4. Аскорбиновая кислота 

Аскорбиновая кислота (витамин С) - ценный питательный компонент фруктовых соков. Часто, 
на этикете встречается декларация о высоком его содержании. Необходим жесткий контроль, по¬ 
скольку покупатели предпочитают приобретать сорта с действительно высоким содержанием и 
легко могут быть введены в заблуждение. Способ анализа содержания аскорбиновой кислоты опи¬ 
сан в подразделе 4.10.2. 


4.7.5. Пролин 

Аминокислотный состав весьма характеристичен для конкретных фруктовых соков, что делает 
эти вещества очень важными для аналитической идентификации. Например, содержание пролина 
показывает, что апельсиновый сок действительно является натуральным. Для натуральных соков 
типично отношение формола к пролину менее 30. 


4.7.6. Сахара 

Анализ сахаров может выявить подделку (по соотношению конкретных веществ). Запрещено 
добавлять что-либо в натуральные природные соки. Однако, в наливки и фруктовые сиропы саха- 
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ра добавляться могут. Сиропы, продаваемые вместо природных фруктовых соков, могут быть опо¬ 
знаны так, как описано в подразделе 4.1.8. 


4.7.6. Гесперидин 

Обман смешиванием дорогого грейпфруктового сока с апельсиновым соком легко распознается 
по Присутствию гесперидина и нарингина. Другим фактором, влияющим на качество, является 
давление, используемое при выжимании сока. Из апельсинов сок выжимается без удаления корки. 
Поэтому, гесперидин, присутствующий в корке, переносится в сок, если используется слишком 
большое давление. 

Вещества: Гесперидин, нарингин 

Подготовка образца: Подготовка образца производится согласно методу, описанному Саггег 
(дающему возможность осаждения белков). После фильтрации сок непосредственно вводится в 
высокоэффективный жидкостной хроматограф. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостной хроматограф, оснащеннный изократическим насо¬ 
сом, устройством для введения образца, спектрофотометрическим детектором (с изменяемой дли¬ 
ной волны) или детектором с диодной матрицей. 

Соответствующие методу параметры: Колонка: Нурегеіі СЮ8; 100 х 2,1 мм; размер частиц 5 
микрон, (номер по каталогу НР799160Б-552) Подвижная фаза: растворитель А: во¬ 
да, рН2,5 (доводка серной кислотой ) растворитель В: ацетонитрил Изократическое 

элюирование: А:В=85:15 (отношение объемов) Скорость протока: 0,5 мл/мин Температу¬ 
ра: комнатная Вводимый объем: 2.мкл 



Время (минуты) 

Используемая для обнаружения длина волны: 280 нм (ширима полосы 40 нм) 

Советы и преимущества: Возможность регистрации спектрограмм непосредственно в ходе 
хроматографического разделения позволяет опознать гесперидин и нарингин за один анализ. 

Литература для справок: 85 


4.7.8. Коллоидные частицы в ананасовом соке 

Из самодельного сока, концентрата и покупных соков были изолированы коллоидные частицы. 
Проведен сопоставительный анализ их состава. Помимо белков, эти частицы содержат (главным 
образом) полисахариды с преобладающими мономерами арабинозы, ксилизы, маннозы, галактозы, 
глюкозы, галактуроновой кислоты и глюкуроновой кислоты. Отмечено сильное различие распре- 
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деления конкретных сахаров. Однако, не отмечено типичных картин состава сахаров. Разделение 
выполнялось методом анионообменной хроматографии. 

Вещества: Драбиноза, ксилоза, манноза, галактоза, глюкоза, галактуроновая кислота и глюку- 
роновая кислота 

Подготовка образца: Изолирование центрифугированием (4200 Сі, 20 минут). Супернатант 
профильтровывался и сразу же подвергался экстрагированию .из коллоидных частиц (за счет оса¬ 
ждения этанолом дважды). Предварительное препаративное разделение производилось на колонке 
с БЕАЕ сефарозозой СЬ 6В. Элюирование обеспечивалось раствором ЫаСі (сначала- 0,05 ноль/л, 
затем - 0,5 ноль/л). Фракции, соответствующие пикам, собирались, обессоливались и лиофилизи- 
ровались. Затем, проводился гидролиз раствором серной кислоты (1 моль/л). Анализ сахаров вы¬ 
полнялся методом газовой хроматографии, на капиллярной колонке, после превращения в ацетаты 
альдитов. Компоненты уроновой кислоты исследовались методом анионообменной хроматогра¬ 
фии. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостной хроматограф, оснащенный изократическим насосом, 
устройством для введения образца, электрохимическим детектором. 

Соответствующие методу параметры: 

Колонка: СагЬорак РА-1 (Эіопсх; 4 х 250 мм); предварительная колонка с габаритами 4 х 50 мм 
Подвижная фаза: ацетат № (І)(1 моль/л) в растворе ЫаОН (0,1 моль/л) 

Скорость протока: 1 мл/мин Обнаружение: с помощью электрохимического детектора 

Затруднения: Проходящие при гидролизе реакции между белковыми компонентами и сахарами 
могут повлиять на степень извлечения. Кроме того, степень извлечения может быть снижена за 
счет изомеризации компонентов сахаров. 

Советы и преимущества: В Германии, стандартным считается метод разделения с помощью 
газовой хроматографии. Подготовка образца очень трудоемка и длительна; успех сильно зависит 
от опыта оператора. Лиофилизация должна производиться очень тщательно, поскольку вещества 
портятся очень быстро, если осталось какое-то количество воды. Для реализации стандартного ме¬ 
тода, все реактивы должны быть обезвожены. Поэтому, рассмотренный метод оказывается менее 
сложным. 

Литература для справок: 144, 145,146, 147, 148 

4.8. Вина 

Законодательные требования к винам действуют во всех странах Европы; оговариваются как со¬ 
став, так и содержание этикеток. Соблюдения этих требований обязательны для каждой страны. 
Ниже приводится описание веществ и видов анализа, которые должны выполняться рутинно и мо¬ 
гут быть реализованы с помощью оборудования, поставляемого фирмой "Хьюлетт-Паккард". Ев¬ 
ропейским декретом определяется состав продуктов, которые могут продаваться как вина (указы¬ 
вается допустимый процент содержания этакола, сульфита и т.д.). Все продукты, которые не соот¬ 
ветствуют этим требованиям, запрещено называть вином. 


4.8.1. Консерванты 

Запрещено использование консервантов в вине. Рутинно проверяют содержание сульфита, но 
кроме того важно проверять и отсутствие других консервантов, для чего может использоваться 
метод, описанный в подразделе 3.1.1. 


4.8.2. Сахар 

Классификация вина зависит от содержания сахара: признание вина столовым или более высо¬ 
кокачественным. Наряду с зависимостью от процентного содержания этанола, учитывается зави¬ 
симость и от количества природного сахара. Классическим является метод, предложенный ЬиІТ- 
8сЬоог1. Такой подход оказывается крайне эмпирическим; требует работы очень опытных опера¬ 
торов; квалификация основана только на оценке восстановительного потенциала (исходя из пред¬ 
положения, что имеются лишь глюкоза или фруктоза). Метод высокоэффективной жидкостной 
хроматографии, описанный в подразделе 4.1.8, дает возможность опознать все сахара за одну хро- 
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матографическую разгонку. Любой обман за счет добавления сахарозы обнаруживается в ходе 
этого же анализа (не требуется никаких дополнительных исследований). В специальной лите¬ 
ратуре перечислен состав всех вин, доступных в каждой области: каждое из вин характеризуется 
собственным (уникальным) содержанием сахаров, органических кислот, глицерина и бутиленгли- 
коля. Анализ содержания сахаров и органических кислот может показать, действительно ли вино 
поставлено из того района, который указан на этикетке. 

4.8.3. Подслащивающие вещества 

Использование подслащивающих веществ в винах не допускается. Но в некоторых районах, в 
которых меньше солнечного света, вина получаются с очень низким содержанием углеводов и 
глицерина, но с высоким процентом органических кислот. Быстрый метод определения подделки 
таких вин описан в подразделе 3.1.6 


4.8.4. Красители 

Вина, поступающие из районов с достаточно малыми периодами подверженности воздействию 
солнечного света, не содержат достаточных количеств антоцианов и гликозидов, ответственных за 
цвет вина. Вина, характеризующиеся яркой окраской, должны проверяться для определения, со¬ 
держат ли они искусственные или природные красители. Искусственные красители могут быть 
распознаны благодаря быстрой разгонке в высокоэффективном жидкостном хроматографе (при 
пользовании спектрофотометрическим обнаружением) так, как описано в подразделе 3.1.4. Для 
получения красного вина используется природный краситель. Наиболее яркой окраской обладает 
вино Маіѵіп, поставляемое из южной части Калифорнии. Окрашивающее действие этого вина 
столь сильно, что добавки даже нескольких капель достаточно для придания более яркого цвета 
другим винам. Такой природный краситель обладает специфичной способностью к флуоресцен¬ 
ции, по которой его легко распознать. 


4.8.5. анионы (СІ, N03,30 4 ) 

Содержание хлорида рутинно контролируется методом титрометрического анализа с использо¬ 
ванием АдйЮз . Нитраты определяются колориметрическим методом, требующим употребления 
тяжелых металлов (2п); содержание сульфата проверятся гравиметрически (с использованием ба¬ 
рия). Такие тяжелые металлы представляют опасность для здоровья персонала; для обнаружения 
каждого аниона требуется индивидуальный (и трудоемкий) анализ. Содержание всех ионов можно 
проанализировать быстрым и легко автоматизируемым способом, если воспользоваться предла¬ 
гаемым фирмой "Хьюлетт-Паккард" набором для анализа ионов, описанным в подразделе 4.1.5. 


4.8.6. Этанол, спирты 

Содержанием этанола, углеводов и органических кислот определяется качество вина. Классиче¬ 
ским является способ определения удельной плотности вина перед перегонкой и после перегонки. 
Этот подход требует очень больших затрат времени на взвешивание. Подход, описанный в под¬ 
разделе 3.9.9, дает тот же самый результат, но позволяет определить и другие параметры, требуе¬ 
мые для классификации вин. Официально признанным методом приходится пользоваться тогда, 
когда обнаруживается какое-то несоответствие существующим европейским требованиям. Быст¬ 
рый анализ с помощью газовой хроматографии или высокоэффективной жидкостной хромато¬ 
графии может использоваться для срочного получения поисковой информации. Трудоемкий офи¬ 
циальный подход требуется только тогда, когда результаты выявляют выход за установленный 
допуск. 
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4.8.7. Органические кислоты 

Анализ содержания органических кислот дает информацию об источнике вина, специальной об¬ 
работке или подделках. Содержание винной кислоты - один из характеристичных параметров, оп¬ 
ределяющих качество и вкус вина. Количество этой кислоты может быть определено наряду с ко¬ 
личеством и всех других органических кислот. Такой анализ может даже помочь установить рай¬ 
он, в котором был собран урожай, использованный в качестве основы вина. 


4.8.8. Спирт 

Вещества: Уксусный альдегид, этилацетат, метанол, этанол, н-пропанол, 2-метил-1-бутанол, 3- 
метил-1 -бутанол, уксусная кислота 

Подготовка образца: Непосредственное введение в хроматограф 

Прибор: Газовый хроматограф, оснащенный пламенно-ионизационным детектором и системой 
электронного регулирования давления. 

Хроматограмма: приведена в публикации 112 (стр. 9) 

Соответствующие методу параметры: Колонка: НР-Е\П\ІО\УАХ; 30 м х 0,25 мм х 0,25 микрон 
Температура колонки: 35°С в течение 5 мин; со скоростью 5°С/нин до 150°С; со скоростью 20 
С/мин до 250°С; выдержка при 250°С в течение 2 минут Температура устройства для введения 
образца: 220°С Температура головки детектора: 275°С Поддувочный газ: азот; 25 мл/мин 
Топливные газы: водород (30 мл/мин) и воздух (250 мл/мин) Газ-носитель: гелий; 33 см/сек; 
15,5 фунтов на кв. дюйм (35°С) Коэффициент деления потока: 1/25 Вводимый объем: 1 мкл 

Затруднения: Кетоны могут мешать разделению 

Советы и преимущества: Высокая полярность новых колонок НР-Г№90\УАХ (химически при¬ 
витый полиэтиленгликоль) обеспечивает легкое разделение альдегидов и спиртов при анализе не¬ 
посредственно вводимых алкогольных напитков. Используемый фирмой “Хьюлетт-Паккард" уни¬ 
версальный процесс дезактивирования приводит к получению инертной поверхности колонки, по¬ 
зволяющей элюировать большие количества этанола (пик этанола оказывается довольно узким, с 
лишь незначительным затягиванием заднего фронта). Употребление выпускаемой фирмой "Хью¬ 
летт-Паккард" системы Ргер-8іа1іои автоматизирует процедуру определения содержания этанола в 
вине. Эта система (модель НР7986) обеспечивает подготовку образцов к хроматографическому 
разделению (повышает скорость и точность анализа). Рассмотренный метод соответствует офици¬ 
альному, утвержденному Ассоциацией специалистов по аналитической химии (АОАС). 
Литература для справок: 112, ЗИ58 


4.8.9. Сульфит 

Сульфит добавляется в вино в качестве противоокислителя и консерванта. Его содержание не 
должно превышать 160 мг/л в красном вине и 225 мг/л в белом вине. Классическим является тит¬ 
рометрический метод, использующий восстановительный потенциал этого вещества. Наличие в 
вине других веществ, характеризующихся восстановительным потенциалом (например, сахаров), 
может давать возможность фальсификации результатов. Поэтому, выгодной оказывается иденти¬ 
фикация сульфита при пользовании этапом специфичного автоматического получения производ¬ 
ных до разделения на колонке непосредственно в хроматографической системе. 

Вещество: Сул ьфит 

Подготовка образца: Получение производных до разделения на колонке, с помощью 2,2- 
дитиобис-5-нитропиридина (ЭТЫ Р) 

Прибор: Высокоэффективный жидкостной хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(дающим возможность смешивания 2 растворителей), автоматический пробоотборник (обеспечи¬ 
вающий получение производных до разделения на колонке), спектрофотометри¬ 
ческий детектор 
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Время (минуты) 

Соответствующие методу параметры: 

Колонка: Нурегеіі СЮ 8 ; 100 х 2,1 мм; размер частиц 5 микрон 

Подвижная фаза: растворитель А: 0,1 М раствор ацетата натрия с 3 мМ кислым сульфатом тетра- 
бутиламмония и 10% ацетонитрила, рН 3,5 (доводка Нз РО 4 ) растворитель В: ацетонитрил 
Градиент: исходный состав: 5%В; от 5%В до 40%В за 4 мин; до 55%В за следующие 7 минут; до 
95%В за 3 мин; промывка таким составом в течение 1 минуты 
Скорость протока: 1,6нл/мин 

Температура: комнатная Вводимый объем; 1 мкл 
Используемая для обнаружения длина волны: 320 ни 
Советы и преимущества: Высокоэффективная жидкостная хроматография обеспечивает раз¬ 
деление производных сульфата, которые могут быть получены или в петле автоматического про¬ 
боотборника, или во флаконе. Рассмотренным автоматизированным методом, дающим сопостави¬ 
мые результаты, можно воспользоваться в лабораториях, контролирующих пищевые продукты, в 
качестве поискового проверочного подхода. 

Литература для справок: 138 


4.8.10. 2,3-бутандиол 

Запрещено наличие в вине гликоля и глицерина. Эти вещества улучшают букет, создавая впе¬ 
чатление о более высоком качестве. Глицерин - природное вещество, дающее тот же самый эф¬ 
фект; может быть опознан по соотношению глицерина с бутиленгликолем, но этот способ (осно¬ 
ванный на спектральном анализе) очень трудоемок и требует больших затрат времени. Все эти 
вещества легко анализируются при употреблении одного (легко автоматизируемого) метода. 

Вещества: 2,3-бутандиоя, гликоль 

Подготовка образца: 5 мл вина + 2,5 иг внутреннего стандарта + 6 г карбоната калия + 3 мл 
хлороформа интенсивно встряхивают. Для разделения водной и органической фаз, смесь центри¬ 
фугируют в течение 10 мин при 3000 с]. Органическая фаза обезвоживается сульфатом натрия. 
Раствор используется для анализа методом газовой хроматографии. 

Прибор: Газовый хроматограф, оснащенный пламенно-ионизационным детектором 

Соответствующие методу параметры: Колонка: 1) Кварцевая капиллярная; химически 

привитый 5 % фенилме-тилсилоксан; 25 и х 0,31 мм; толщина пленки фазы 0,52 микрона 2) 

кварцевая капиллярная; СР-Циклодекстрин-В-2,3,б-М-19; 50 м х 0,25 мм; толщина пленки фазы 
0,25 микрона (фирма "Сйготраск") Температура колонки: 50°С в течение 5 мин; со скоростью 
4°С/мин до 220°С; выдержка При 220°С в течение 10 мин Температура устройства для введения 
образца: 200 С Температура головки детектора: 200°С Газ-носитель: гелий; 2 мл/мин Деле- 
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ние потока: А: 1/10- В: 1/100 Внутренний стандарт: моноэтиловый эфир диэтиленгли¬ 

коля 

Хроматограмма: приведена в публикации 139 

Советы и преимущества: При старении вина и увеличении деки (от 3 месяцев до.5 лет), как в 
случае высококачественного хереса, доля (8,8)-энантиомера постепенно повышается (в пезо- 
форме), а доля (Р,К)-2,3-бутандиола соответственно снижается. Возможен и анализ с помощью 
высокоэффективной жидкостной хроматографии при регистрации детектором с диодной матрицей 
или рефрактометрическим детектором. Используются колонка НРН 87Н (фирма "ВіоКасГ;300 х 
7,8 мм)? температура 40°С; изократическое элюирование 0,008 и. раствором серной кислоты при 
скорости протока 0,6 мл/мин. 

Литература; 139, 72 


4.9. Кофе, чай 

Кофе привозится из различных стран. Можно опознать страну происхождения кофе по амино¬ 
кислотному составу. От изготовителя к изготовителю кофе цены сильно разнятся. Поэтому, требу¬ 
ется проверить соответствие исходной этикетке. Подобный анализ описан в подразделе 4.2.4. 

Основным кислотным компонентой кофейных зерен является хлорогеновая кислота, разрушае¬ 
мая до 70% (в зависимости от температуры) при прожарке зерен. Кроме хлорогеновой кислоты, в 
сырых зернах кофе могут быть обнаружены и некоторые другие органические кислоты (такие, как 
фёруловая кислота и ее эфиры, кумаровая кислота, китайская кислота). 

Итаконовая, цитраконовая, мезаконовая кислоты - метаболиты лимонной кислоты. Способ оп¬ 
ределения таких веществ описан в подразделе 3.1.5. 

Анализ хлорогеновой кислоты обсуждается в публикации 160. Спектрофотометрический метод 
основан на количественном определении на длине волны 324 нм после того, как хлорогеновая кис¬ 
лота окислена РЬ(ІѴ). 

Анализ ароматических веществ может производиться с помощью газовой хроматографии (вве¬ 
дение образца может осуществляться парофазным автоматическим пробоотборником; в этом слу¬ 
чае, для определения количественного содержания таких веществ не требуется дополнительных 
подготовительных этапов). 


4.9.1. Кофеин, теобромин 

Алкалоиды кофеина (1,3,7-триметилксантина) и теобромина. (3,7-диметилксантина) ответст¬ 
венны за стимулирующее действие кофе, чая и какао. При оценке качества таких продуктов можно 
производить благодаря определению количественного содержания этих веществ. 

Вещества: Кофеин (1,3,7-триметилксантин), теобронин (3,7-диметилксантин), тригоннеллин., 
теофиллин 

Подготовка образца: Гомогенизированные зерна кофе (1,5 г) подогреваются в колбе на 300 мл 
(по меньшей мере, в течение 30 минут; при температуре, соответствующей кипению воды), в кото¬ 
рую добавили 5 г М§ 0. После этого, объем в колбе доводят водой до 250 мл и оставляют на 46 
минут. Затем, после предварительной фильтрации, раствор пропускают через фильтр с размерами 
пор 0,5 микрона. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца и спектрофо¬ 
тометрическим детектором 

Соответствующие методу параметры: 

Колонка: Нурегзіі ВБ8; КР-18; 100 х 4 нм; размер частиц 3 микрона 

Подвижная фаза: растворитель А: вода, рН 2,1 (доведен уксусной кислотой), растворитель 
В: ацетонитрил 

Градиент; 0-ямин 3%В 10-ямин 25%В 

Скорость протока: 0,5 мл/мин Температура: 35°С Вводимый объем: 20 мкл 

Используемая для обнаружения длина волны; 220 нм (ширина полосы 30 нм) 
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Советы и преимущества: Количественный анализ производится с использованием метода 
внешнего стандарта. Для небелковых азотсодержащих веществ, общепринятый метод основан на 
классическом определении азота по Кьельдалю. Подход с помощью высокоэффективной жидкост¬ 
ной хроматографии более перспективен, поскольку дает более быстрый анализ; имеется возмож¬ 
ность дополнительной идентификации по спектрограммам. 

Литература для справок: 7, 149 

4.10. Диетические продукты 

4.10.1 Калорийность 

Приходится следить за содержанием углеводов в диетических продуктах для больных, стра¬ 
дающих диабетом. Метод анализа сахара с помощью высокоэффективной жидкостной хромато¬ 
графии описан в подразделе .4.1.8. 


4.10.2. Витамины 

Витамины классифицируются по растворимости в жире и воде, чем и определяется подход к их 
анализу. Несколько методов описано в литературе. Наиболее целесообразно пользоваться высоко¬ 
эффективной жидкостной хроматографией и недавно разработанными методами капиллярного 
электрофореза, поскольку возможно одновременное определение многих компонентов. К специ¬ 
ально витаминизированным пищевым продуктам и к витаминизированным напиткам предъявля¬ 
ются критерии, сформулированные в европейских указаниях, касающихся диетических продуктов, 

Анализ жирорастворимых витаминов (Ац А 2 , Оз, Оз, Е, Кі, К 2 ): теоретически возможно наличие 
16 изомерных форм витамина А; наиболее важным из них является витамин Аі (ретинол), суще¬ 
ствующий в природе в эфирной форме. Провитамин А (каротиноиды) превращается в витамин А в 
организме человека. Витамин А и каротиноиды содержатся в больших количествах в молоке, яй¬ 
цах, мясе, рыбе, овощах и фруктах. Гидролиз щелочью разрушает эфирные связи, после чего про¬ 
изводят экстракцию диэтиловым эфиром, очистку по методу гель-проникающей хроматографии 
(или какой-то способ элюирования из стеклянной колонки). После выпаривания досуха, образец 
растворяют в изопропаноле. Идентификация и количественная оценка производятся с помощью 
спектрофотометрического детектора или детектора с диодной матрицей. Метод высоко¬ 
эффективной жидкостной хроматографии описан в подразделе 3.1.4.5. 

4.10.2.1. Витамины 

Ниже рассматривается подход к анализу водорастворимых витаминов - (тиамин, пиридоксин, 
рибофлавин, никотинамид, пантотеновая кислота, фолевая кислота, биотин). Обычно употребля¬ 
ются какие-то фотометрические, флуориметрические, полярографические, титрометрические ме¬ 
тоды. Однако содержание каждого витамина приходится определять с помощью специфичного 
метода, специально под этот витамин приспособленного. Высокоэффективный капиллярный элек¬ 
трофорез дает возможность оценить содержание всех этих витаминов за один анализ. Использует¬ 
ся кварцевый капилляр (с внутренним диаметром 50 микрон); 20 мМ раствор фосфата натрия (рН 
7); введение давлением (.4,6 сек/40 мбар); положительная полярность; 20 кВ: 25°С. 

Вещества: Тиамин, никотинамид, пиридоксин, пантотенат, аскорбиновая кислота 

Подготовка образца: Подготовка образца всегда производится для повышения селективности 
метода (для максимального устранения других компонентов матрицы образца) и концентрирова¬ 
ния интересующих веществ (чтобы повысилась чувствительность к ним). Способы выделения из 
различных матриц различны. Разнообразные процедуры подготовки описаны в публикации 98. 
Прибор: Система для капиллярного электрофореза. Электрофореграмма приведена в публикации 
140 

Соответствующие методу параметры: Капилляр - кварцевый: внутренний диаметр 50 мик¬ 
рон Буферный раствор: 20 мМ раствор фосфата натрия; рН 7,0 Напряжение: 20 кВ Попол¬ 
нение буферным раствором после каждого третьего анализа Температура: 25°С Введение: 184 
мбарсек Используемая для обнаружения длина волны: 215 нм (ширина полосы 16 нм) 
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Затруднения: Хорошей воспроизводимости можно добиться только после продолжительного 
уравновешивания капилляра и пополнения буферным раствором после каждого третьего анализа. 

Советы и преимущества: Такой подход к разделению дает возможность быстрого определения 
содержания водорастворимых витаминов. 

Литература для справок: 140 

4Л0.2.2. Водорастворимые витамины 

Вещества: Никотинамид, тиамин, рибофлавин, пиридоксин, никотиновая кислота, цианокобо- 
ламин, фолевая кислота 

Подготовка образца: описана в публикации 98 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим возможность смешивания 2 растворителей), устройством для введения образца, 
спектрофотометрическим детектором 

«з 
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соответствумщие методу параметры: 

Колонка: Нурегзіі ВБ8; КР-І8; 100 х4 мм; размер частиц 3 микрона 

Подвижная фаза: растворитель А: вода (рН 2,1? доводка серной кислотой) растворитель 

В: ацетонитрил/растворитель А (10%) Градиент: 0-ямин 0,3%В 10-ямин 25%В 

скорость протока: 0,5 мл/мин Температура: 35 С 
Вводимый объем: 20 мкл 

Используемые для обнаружения длины волн: А: 220 нм (ширина полосы 30 нм) В; 275 нм 

(ширина полосы 20нм) 

Затруниения: Возможны серьезные осложнения из-за влияния других компонентов матрицы об¬ 
разца 

Советы и преимущества: Предложенный метод дает возможность анализа многих различных 
витаминов. Поскольку для каждого вещества существуют своя индивидуальная оптимальная дли¬ 
на волны, рекомендуется пользоваться детектором с диодной матрицей (для обнаружения каждого 
вещества с максимальной чувствительностью). Некоторые окисляемые витамины (такие, как ви¬ 
тамин А, В§, С, Б и Е) могут анализироваться с помощью электрохимического детектора. Для всех 
этих витаминов можно добиться исключительно высокой чувствительности. Минимально обна¬ 
руживаемые количества составляли для витамина А (пальмитата) около 80 пкг, для §-каротина - 
около 50 пкг, для В§ и Е- около 30 пкг, для витамина С - ниже 1 пкг, для витамина Б - около 70 
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пкг. Благодаря высокой селективности электрохимического детектора, подготовка образца может 
быть значительно упрощена. 


4.10.2.3. Аскорбиновая кислота 

Аскорбиновой кислоте (витамину С) характерен высокий окислительно-восстановительный по¬ 
тенциал, ответственный за многочисленные физиологические окислительные и восстановитель¬ 
ные процессы. Биохимическое воздействие аскорбиновой кислоты основано на участии в реакци¬ 
ях, соответствующих переносу электродов, и во многих процессах гидроксилирования. 

Вещества: Аскорбиновая кислота, салициловая кислота, ацетилсалициловая кислота 
Подготовка образца: Твердые образцы гомогенизируются вместе с 2% щавелевой кислотой. 
После фильтрации, образец может вводиться непосредственно. 

Прибор: Система для капиллярного электрофореза Электрофореграмма: приведена в публика¬ 
ции 95 

Соответствующие методу параметры - Капилляр: эффективная длина 56 си; длина 64,5 си 
Буферный раствор: 20 нМ боратный буфер; рН 9,0 Напряжение: 28 кВ Температура: ЗО л С 
Температура карусели; комнатная Введение: 150 мбарсек Используемая для обнаружения 
длина волны: 250 нм (ширина полосы 16 нм) 

Затруднения, советы и преимущества: Раствор, используемый для экстрагирования, не дол¬ 
жен содержать никаких окисляющих веществ. Из-за окисляемости и чувствительности к свету, 
анализ должен производиться незамедлительно. 

Литература для оправок: 7,95 


4.10.2.4. Токоферол, витамин Е 

Разделение токоферола было в течение многих лет довольно сложной задачей. Такой анализ 
требуется при производстве масел в целях контроля качества. Токоферол употребляется, в основ¬ 
ном, в качестве противоокислителя. Сообщалось о специфичных защитных свойствах токоферола 
(дающих возможность защиты кожи человека от воздействия ультрафиолетового света, что при¬ 
обретает особую важность из-за того, что толщина озонового слоя в атмосфере быстро уменьша¬ 
ется). Во многих косметических мазях и средствах для защиты от солнца применяются довольно 
большие количества витамина Е. 

Вещества: токоферол, триацилглицериды, ситостерин, сигмастерин, холестерин, оксиперекиси. 

Подготовка образца: Образец экстрагируется 5 мл метанола в ультразвуковой бане в течение 
10 минут. Вводят 3 мкл супернатанта 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(обеспечивающим смешивание 2 растворителей), устройством для введения образца, многоволно¬ 
вым детектором, электрохимическим детектором или детектором с диодной матрицей 

Хроматограмма: см. стр. 22 

Соответствующие методу параметры: Колонка: М08-Нурег8І1; 125 х 4 мм; размер частиц 5 

микрон Подвижная фаза: метанол + перхлорат лития ($ г/д) уксусная кислота (1 г/я) Скорость 
протока: Імл/мин Температура: 30°С Детектор: электрохимический Рабочий электрод: 
стеклоуглеродный Режим работы: амперметрический Потенциал: 0,9В Диапазон: 0,5 мкА 
Электрод сравнения: АцСІ/КСІ Постоянная времени: 8 сек : 

Советы и преимущества: Пользуясь описанным методом, можно разделять и обнаруживать не 
только а-токоферол, но и примеси других изомеров токоферола (таких, как 0-токоферол, д- 
токоферол и у-токоферол), если они присутствуют. При указанных здесь условиях, д-токоферол и 
-у-токоферол не разделяются. В публикации 98 описан альтернативный метод, основанный на ис¬ 
пользовании спектрофотометрического детектора. 

Литература для справок: 70,98. 


4.10.3. Каротиноиды, хлорофилл 

4.10.3.1. Каротиноиды и хлорофилсодержащие пигменты 
Вещества: Каротиноиды, хлорофилл, ксантофилл, лутеин, виолаксантин, кеоксантин, неохром, 
ауроксантин, эпоксид лутеина 
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Подготовка образца: Фрукты подготавливаются для анализа точно так же, как они подготавли¬ 
ваются для приема в пищу (т.е. несъедобные части удаляются). Экстрагирование производится по¬ 
сле смешивания 50 г фруктовой пасты с 1-2 г карбоната натрия. Затем, добавляют ацетон для по¬ 
лучения (примерно) 80% раствора при рН 8-9. Для отделения раствора от осадка необходимо цен¬ 
трифугирование. Эта операция повторяется до тех пор, пока остаток не остается обесцвеченным. 
Супернатанты собираются и подвергаются жидкожидкостному экстрагированию в делительной 
воронке с диэтиловым эфиром. Органическая фаза испаряется и состав ее остатка анализируется 
методом высокоэффективной жидкостной хроматографии. Кроме того, возможно и извлечение ка¬ 
ротиноидов методом сверхкритического экстрагирования. При таком подходе не требуется орга¬ 
нических растворителей. Процесс сверхкритического экстрагирования быстр и полностью автома¬ 
тизирован. 

Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный изократическим устрой¬ 
ством для введения образца, многоволновым спектрофотометрическим детектором или детекто¬ 
ром с диодной матрицей. 

Хроматограмма: приведена в публикации 110 

Соответствующие методу параметры: 

Колонка: с обращенной фазой С-18 (предлагаемая фирмой "Хьюлетт-Паккард" колонка Нурегзіі 
СЮ8) 

Подвижная фаза: метанол/ацетонитрил/тетрагидрофуран (35:58:7); изократическое разделение 
Скорость протока: 1,0 мл/нин Температура: 30 С 
Вводимый объем: 2 мкл 

Используемые для обнаружения длины волн: А: 425 нм В:400 нм С: 504 

нм 

Продолжительность разгонку: 45 минут 

Затруднения: При работе с образцами на свету, следует учитывать чувствительность веществ к 
свету. Существует и другой подход, описанный в публикации 110 (основанный на пользовании 
тонкослойной хроматографией). Такой анализ должен проводиться в полной темноте (из-за воз¬ 
можности разрушения интересующих веществ). 

Советы и преимущества: Можно пользоваться 1-волновым спектрофотометрическим детекто¬ 
ром (при установке высокой чувствительности). Однако, в этом случае, для подтверждения ре¬ 
зультатов придется ввести дополнительный этап химической идентификации. При работе с детек¬ 
тором с диодной матрицей, за одну разгонку возможны опознание и количественный анализ раз¬ 
личных молекул с очень схожей структурой. Оптимальная длина волны (дающая наивысшую чув¬ 
ствительность) попадает в диапазон от 400 до 500 нм. При пользовании детектором с диодной 
матрицей, можно настраивать прибор на оптимальные длины волн для всех веществ. 

Литература для справок: II, 12, 19, 20,21, 22,110,. 

4.11. Ароматические вещества 

Ароматические вещества добавляются к различным пищевым продуктам для улучшения пред¬ 
ставления об их качестве. Приходится по-разному относиться к специальным классам продуктов 
(в особенности тогда, когда одного типа продукты являются более дорогостоящими или когда раз¬ 
личные традиционные, национальные предпочтения оказывают влияние на решения покупателя о 
приобретении). 


4.11.1. Коньяк, бренди 

Например, рассмотрим отличие коньяка от немецкого бренди. Эти напитки различаются коли¬ 
чественным содержанием свободных летучих жирных кислот. Продукция, относящаяся к такой 
группе, очень схожа по составу; различия сортов не очень существенны. Как и в винах, основным 
компонентом является уксусная кислота; следующими (по относительному содержанию) оказы¬ 
ваются муравьиные кислоты. В коньяке концентрации более летучих жирных кислот значительно 
выше, чем в немецком бренди. Преобладают свободные жирные кислоты счетным числом атомов 
углерода (от С4 до СЮ), образующиеся из закваски. Основные компоненты - киприловая и капри- 
новая кислоты. Более низкое содержание более летучих свободных жирных кислот счетным чис- 
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лом атомов углерода в немецком бренди объясняется процессом дистилляции. Основа для напит¬ 
ков часто оказывается той же самой; во всех случаях, при первом процессе дистилляции попадают 
компоненты закваски. 

Разделение жирных кислот уже обсуждалось ранее. Обычно пользуются методом газовой хро¬ 
матографии. Более подробная информация может быть найдена в публикации 150. 


4.11.2. Мед 

Образцы меда, собранного пчелами с гречихи, одуванчиков, редьки, эрики, кустарниковых, 
хвойных деревьев, обследовались на ароматические вещества, образующиеся за счет вторичного 
метаболизма в растениях. Было опознано 80 ароматических соединений. К таким веществам отно¬ 
сились карбоновые кислоты, альдегиды, спирты, углеводороды и фенолы. Содержание, во многих 
случаях, превышало порог обоняния. Поэтому, такие вещества приходится учитывать в описании 
общего аромата меда и специфичных (для разных растений) ароматов меда. 

Выделение интересующих веществ обеспечивалось холодным жидкожидкостным экстрагирова¬ 
нием органическими растворителями (ди-этиловым эфиром). Полученный экстракт фракциониро¬ 
вал по степени кислотности (альдегиды, спирты, кетоны, фенолы, углеводы), 

Ароматические вещества с гликозидными связями опознавались после кислотного гидролиза. 

Анализ выполнялся с помощью газового хроматографа, а установление структур производилось 
с помощью масс-спектрометра. Результаты подобно обсуждаются в публикации 151. 


4.11.3. Искусственные ароматизаторы 

За один анализ, выполняемый методом газовой хроматографии, можно оценить содержание раз¬ 
личных видов ароматических веществ. Количественное определение и идентификация обеспечи¬ 
ваются с помощью масс-спектрометрии. Вещества: Этилацетат, 1-лимонен, цис-3-гексенал, фе¬ 
нил-ацетат, фенилацетат, ацетат цис-3-гексенила, оксид розового, гексенол, нонанал, п- 
метилкрезол, деканал, камфора, бенилальдегид, линалоол, октанол, ментол, ацетат цитронеллила, 
альфа-терпинеол, бензилацетат.циторонеллол, гераниол, фенил-пропилацетат, нальтол, альдегид 
цикламена, альдегид коричной кислоты, изопропилмиристат, диметилантранилат, п-крезол, евге- 
нол, гелиотропин, гелонал, индол, метилнафтилкетон, ксилол-мускус, ванилин, этиленбрассилат 
(мускус Т), лилиал, гидион 

Подготовка образца: Никакой не требуется при введении образцов парофазным автоматиче¬ 
ским пробоотборником 

Прибор: Газовый хроматограф, оснащенный масс-селективным детектором. 

Соответствующие методу параметры: Колонка: НР-Е\ПЧЮ\УАХ; 30 м х 0,25 и х 0,25 микрон 

(каталожный номер 1909Ш-133). Температура колонки: от 80 С (без задержки) до 250 С со скоро¬ 
стью 3 С/мин; выдержка при250°С в течение 2 минут Температура устройства для введения об¬ 
разца: запрограммированное изменение от 70 С до 280°С за 5 минут (т.е. со скоростью 50°С/мин) 
Температура головки детектора: 280°С Газ-носитель: гелий; 30 см/сек, постоянная скорость 
протока 0,9 мл/мин (с помощью системы электронного регулирования давления) 
Вводимый объем, 0,1 нкл Детектор: масс-селективный 

Советы и преинущества: За счет пользования парофазным автоматическим пробоотборником, 
исключается подготовка образца (необходимая при любых других подходах). Масс- 
спектрометрическое обнаружение дает возможность опознать все вещества и определить их со¬ 
держание за одну разгонку. Рассмотренный подход может быть использован для анализа различ¬ 
ных видов пищевых продуктов, косметических средств и потребительских товаров (когда интере¬ 
сует содержание летучих ароматических веществ). 

Литература для справок: 129 


4 .11.4. Дигидроанетол, дигидросафрол, изосафрол 

Вещества: Дигидроанетол, дигидросафрол, изосафрол, нетилса-лицилат, сафрол 
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Подготовка образца: Перегонка с водяным паром 200 мл обезгаженного образца. Добавление 1 
мл н-децилового спирта (внутренний стандарт). Дистилляция со скоростью около 2 мл/мин в 100 
ил трубке Несслера. Перенос перегнанного образца в делительную воронку на 250 ил; добавление 
50 ил водного раствора ЫаСІ. Экстрагирование 25, 25 и 10 мл хлороформа. Выпаривание до объе¬ 
ма около 7 мл. Разбавление до 10 мл после охлаждения 

Прибор: Газовый хроматограф, оснащенный пламенно-ионизационным детектором. 

Соответствующие методу параметры: Колонка: набивная стеклянная, 1,8 м х 4 мм; 15% ади¬ 
пат про-пилеягликоля; 60-80 меш Температура колонки: 130 Л С Температура устройства для 
введения образца: 180°С Температура головки детектора: 220 С Газ-носитель: азот; 40 фунтов 
на кв. дюйм (скорость протока около 90 мл/мин) Вводимый объем: 5 мкл Внутренний стан¬ 
дарт: н-дециловый спирт 

Советы и преимущества: Температура колонки может изменяться от 90 до 150 С со скоростью 
2°С/мин. В публикации 160 описан другой подход, сводящийся к колориметрическому количест¬ 
венному анализу после получения производных с помощью водного раствора нафтола- 
сульфоната натрия. 

Литература для справок: 160 


4.11.5. Ароматические вещества, входящие в состав ванили 

Ваниль - наиболее широко используемая пряность. Различают 4 основных типа зерен ванили. 
Все они пользуются широким спросом покупателей (но в зависимости от качества аромата). При¬ 
менение искусственного ароматизатора, подменяющего ваниль, - еще одна причина необходимо¬ 
сти слежения за содержанием рассматриваемых веществ. На этикетке должен указываться вид ва¬ 
нили (природный ароматизатор или искусственный ). 

Вещества: Протокатеховая кислота, оксибензойная кислота, альдегид п-оксибензойной кисло¬ 
ты, ванилиновая кислота, ванилин, бензальдегид, вератровая кислота, 3,4,5- 
триметилоксибенэойная кислота, коричный спирт, 3,4-диметоксикоричная кислота, коричная ки¬ 
слота 

Подготовка образца: Мутные образцы должны быть профильтрованы. При работе с твердыми 
образцами требуется дополнительное экстрагирование этанолом (перед фильтрацией). Получае¬ 
мый раствор может быть непосредственно введен в высокоэффективный жидкостный хромато¬ 
граф 


X 

X 



Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(дающим возможность смешивания 2 растворителей), устройством для введения образца, спек¬ 
трофотометрическим детектором (с изменяемой длиной волны) или детектором с диодной матри¬ 
цей 
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Соответствующие методу параметры: Колонка: Нурегеіі СЮ8; 100 х 4,6 им; размер частиц 5 
микрон (каталожный номер НР79916МО-554) Подвижная фаза - растворитель Д: 0,005 М водный 
раствор КНРО; рН 2,5 (доводка серной кислотой) растворитель В: метанол Градиент: 0-я 
мин 5%В 15-ямин 50%В . Вводимый объем: 5 мкл Используемая для 

обнаружения длина волны: 260 нм (ширина полосы 80 нм) 

Затруднения: Может потребоваться дополнительная очистка экстракта ванили из мороженого 
(например, осаждение белков и обезжиривание) 

Советы и преимущества: Ванилин - индикатор старения коньяка. Коньяк хранится в дубовых 
бочках. Ароматические вещества (такие, как лигнин) проникают в коньяк и частично разрущаются 
до ванилина. Чем больше хранится коньяк в бочке, тем больше ванилина обнаруживается. Воз¬ 
можна искусственная добавка ванилина 
(для подделки выдержанного коньяка). 

Литература для справок: 151 


4.11.6. Мятное масло 

Вещества: а-пинен, в-пинен, сабинен, лимонен , цинеол, нейтрон, ментофуран, б-изоиентон, 
ментилацетат, нентол, гермакрен 

Подготовка образца: Использование парофазного автоматического пробоотборника исключает 
необходимость в какой-то предварительной подготовке образца 

Прибор: Газовый хроматограф, оснащенный пламенно-ионизационным детектором 

Соответствующие методу параметры: Колонка: НР-ЕЧЖ)\ѴАХ; 30 м х 0,32 мм х 0,5 микрона 
(номер по каталогу фирмы "Хьюлетт-Паккард": 1909Ш-213) Температура колонки: бО°С 
Температура устройства для введения образца: 220°С Температура головки детектора: 275°С 
Газ-носитель: гелий; 40 см/сек; 11,7 фунтов на кв. дюйм Коэффициент деления потока: 60:1 
Вводимый объем: 0,5 мкл 
Хроматограмма: приведена в публикации 129 

Советы в преимущества: При пользовании парофазным автоматическим пробоотборником га¬ 
рантируется, что в устройстве для ведения образца никаких остатков не остается (даже при отборе 
образца из флакона с патокой). 

Литература для справок: 129 


4 .11.7. Ароматизаторы, дающие запах клубивки 

Анализ концентраций ароматических веществ в клубничном джеме, мороженом или лимонаде с 
клубничным запахом предоставляет информацию о пользовании искусственным ароматизатором. 

Вещества: Этилацетат, этилбутират, изо амилацетат, амилацетат, изоамилбутират, амилбути- 
рат, ацетат цитронеллила,этилбенэоат, геранилацетат, цитронеллол гераниол, пентилэтаяол, р- 
иояощэтил-З-метил-фенилоксиранкарбоксилат, клубничный альдегид, бензилбензоат 
Прибор: Газовый хроматограф, оснащенный пламенно-ионизационным детектором 
Соответствующие методу параметры: Колонка; нр-вчш\ѵах; 30 н х 0,32 мн х 0,5 микрона (но¬ 
мер по 

каталогу фирмы "Хьюлетт-Паккард": 1909Ш-213) Температура колонки: 60°С Температура 
устройства для введения образца: 220 °С Температура детектора 27 °С Газ-носитель: гелий; 40 
см/сек; давление 11,7. фунтов на кв. дюйм Коэффициент деления потока: 60:1 Вводимый объ¬ 
ем: 0,5 нкл 

Хроматограмма: приведена в публикации 129 Литература для справок: 129 


4.11.8. Тиолы 

Перечисленные ниже химические соединения представляют собой вещества с очень низким по¬ 
рогом обоняния. Они очень часто используются для придания различных запахов продуктам из 
фруктов и косметическим средствам. Возможно опознать место производства, если воспользо¬ 
ваться недавно описанным хироспецифичным анализом с помощью метода газовой хроматогра- 
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фии на модифицированных цикл о декстринах. Разработка такого подхода привела к тому, что поя¬ 
вились требования к опознанию подобных веществ на уровне микропримесей даже при рутинном 
анализе. 

Вещества: 1-п-метен-8-тиол, 8-меркапто-п-нентан-З-он 

Подготовка образца: Извлечение из соков, концентратов соков и фруктовых ароматизаторов 
обеспечивалось методом непрерывного жидкожидкостного экстрагирования при 40°С в течение 
16 часов (после добавки смеси дихлорметана с пентаном). Экстракт обезвоживался сульфатом на¬ 
трия. После фильтрации, экстракт разделялся на фракции на колонке Вигре. Раствор, сконцентри¬ 
рованный выпаривании, вводился в газовый хроматограф 

Прибор; Газовый хроматограф, оснащенный пламенно-ионизационным детектором 
Соответствующие методу параметры: Колонка: кварцевая капиллярная; 30 и х 0,25 ни х 0,25 
микрона Температура термостата: 50 С в течение 3 мин; со скоростью 4°С/мин до 240°С; вы¬ 
держка при 240°С в течение 10 минут Температура устройства для введения образца; 220°С 
Температура головки детектора: 250°С Газ-носитель: гелий; 1,6 мл/мин Коэффициент деления 
потока: 1/30 Вводимый объем: 1-3 мкл 

Советы и преимущества: Пользование гелем с избирательным сродством для обратимого свя¬ 
зывания тиолов дает возможность избавиться от мешающих веществ. Элюирование тиолов обес¬ 
печивается за счет добавления другого тиола. При пользовании таким дополнительным этапом 
подготовки образца, можно обнаруживать оба изомера. Если этим этапом не пользоваться, разде¬ 
ления изомеров достигнуть не удается. 

Литература для справок: 156 

4.11.9. Горчащие вещества вз хмеля 

Вещества, извлекаемые из хмеля, используются при производстве пива. Эти горчащие вещества 
дает вклад во вкус. В целях контроля качества на пивоваренном производстве, приходится про¬ 
верять весь сырьевой материал. Хмель исследуют на содержание горчащих веществ. 

Вещества: Ы-і умулоп, п-лупулон, когумулон, колупулон, адлупулон, адгумулон 
Подготовка образца: Жидкожидкостное экстрагирование смесью метанола с диэтиловым эфи¬ 
ром (отношение объемов 20/100). Извлечение из измельченного образца производится в течение 
30 минут. Затем добавляют соляную кислоту и продолжают экстрагирование еще в течение 10 
минут; 5 мл эфирной фазы разбавляют 50 мл метанола. После фильтрации и центрифугирования, 
раствор может анализироваться с помощью высокоэффективной жидкостной хромато-графии 
Прибор: Высокоэффективный жидкостный хроматограф, оснащенный градиентным насосом 
(дающим возможность смешивания 2 растворителей), устройством для введения образца, спек¬ 
трофотометрическим детектором (с изменяемой длиной волны) 

Хроматограмма: 
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Соответствующие методу параметры: 

Колонка: Нурегзіі СЮ8; 100 х 2,1 мм 

Подвижная фаза: растворитель А: 0,03 мМ ЫІ-ЦІ-ЬІРОА растворитель В: метанол Градиент: 0-я 
мин 60%В 15-ямин 90В 

Используемая для обнаружения длина волны: 338 нм (ширина полосы 16 нм) 

Затруднения: Образец должен предохраняться от окисления и от выдержки на свету 
Советы и преимущества: При описанном способе экстрагирования, в образец может попадать 
множество веществ, способных поглощать свет в ультрафиолетовой области спектра. Экстраги¬ 
руемые воска могут приводить к затруднениям, обусловленным загрязнением колонки жидкостно¬ 
го хроматографа. 

Существуют несколько стандартных методов анализа интересующих веществ, основанных на 
пользовании другим оборудованием: 

- Поляриметрический анализ - Спектрофотометрический анализ - Кондуктометрический анализ 

Литература для справок: 98 
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